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 RESUMO 
 
 O modelo experimental de epilepsia, induzido por pilocarpina, em 
fêmeas inicialmente descrito por Amado e cols., (1993). Após esses 
achados, vários estudos continuaram a ser efetuados na tentativa de se 
obter um conhecimento maior do envolvimento hormonal no fenômeno 
epileptogênico. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo, 
estudar a função dos hormônios sexuais no modelo de epilepsia 
induzido por pilocarpina, em ratas castradas. Utilizamos como grupo de 
estudos: (a) animais controles (estro, metaestro, diestro, proestro e 
castradas), (b) animais experimentais, que receberam pilocarpina e 
foram estudados na fase crônica do modelo (intacta  crônica e 
castrada crônica) e (c) animais castrados, que na fase crônica do 
modelo foram submetidas à terapia de reposição hormonal (castrada 
crônica tratada com acetato de medroxiprogesterona, castrada 
crônica tratada com 17β-estradiol e castrada crônica tratada com 
acetato de medroxiprogesterona + 17β-estradiol. Pudemos verificar que 
todos os animais castrados tiveram atrofia genital após 4 dias do 
procedimento cirúrgico. Além disso, todos os animais que receberam 
pilocarpina apresentaram crises espontâneas e recorrentes na fase 
crônica. O estudo da distribuição hipocampal de parvalbumina mostrou 
que a marcação para esta proteína sofre flutuações durante as fases 
do ciclo estral e apresenta maior marcação no grupo de ratas 
castradas que receberam acetato de medoxiprogesterona + 17β-
estradiol. Em relação à freqüência de crises o melhor tratamento após a 
castração foi aquele onde houve reposição de acetato de 
medoxiprogesterona + 17β-estradiol. Entretanto, animais que receberam 
a reposição somente com acetato de medoxiprogesterona também 
tiveram redução do número de crises. Além disso, o tratamento 
hormonal também foi capaz de estabilizar o brotamento supragranular 
 de fibras musgosas, mostrando a importância desses hormônios no 
desenvolvimento da epilepsia em fêmeas.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 1- INTRODUÇÃO 
 
1.1 - EPILEPSIA 
 
 O conceito de possessão, "ser tomado subitamente", é o centro 
da associação histórica entre religião e epilepsia. As culturas da 
Antigüidade acreditavam que os distúrbios mentais estavam associados 
a interferências sobrenaturais e na Grécia antiga eram chamadas de 
"doença sagrada" (CARRAZANA e cols., 1999). Naquela época 
acreditava-se que os portadores de epilepsia possuíam características 
espirituais próprias, sendo passíveis de comunicação direta com os 
deuses (SAVER & RABIN, 1997). O tratamento dava ênfase á medidas 
dietéticas, além de banhos de imersão e alguns rituais. Apesar deste 
aspecto eminentemente espiritual, Hipócrates já acreditava em 
alterações orgânicas, que mais tarde foram associadas à epilepsia. O 
conceito de cérebro, corpo e mente ainda não havia atingido o 
estágio de divisão pragmática, que caracterizou os trabalhos de 
Galeno e Vesálio. 
  
 Do ponto de vista semiológico, Hipócrates fez observações 
quanto à natureza dos "ataques", dividindo-os em dois grupos: aqueles 
com perda de consciência imediata e aqueles precedidos por auras. 
Sua idéia de fisiopatologia partia da interação entre corpo e natureza, 
influência das estações e dos ventos, além do regime alimentar. Em seus 
trabalhos era contestada a hipótese de uma doença causada pelos 
deuses (HIPPOCRATES apud, 1952). 
 
 Os aspectos morfológicos foram descritos por Sommer (1880) que 
sugeriu que a esclerose hipocampal seria a causa das crises. Neste 
mesmo ano, Pfleger descreveu que as lesões encontradas no 
 hipocampo seriam decorrentes de distúrbios circulatórios ou 
metabólicos locais, relacionados às crises (CENDES & KOBAYASHI, 2000), 
e o aspecto macroscópico de endurecimento e redução volumétrica 
das estruturas mesiais do lobo temporal em pacientes portadores de 
epilepsia foi descrito pela primeira vez por Bouchet & Cazauvieilh (1825). 
 
 Epilepsia não é uma doença específica ou uma única síndrome. 
Compreende uma ampla categoria de sintomas complexos, 
decorrentes de funções cerebrais alteradas que podem ser secundárias 
a um grande número de processos patológicos (GUERREIRO e cols., 
2000). 
 
 Sabe-se que a epilepsia tem múltiplas etiologias. Entre as suas 
causas podemos citar os tumores, seqüelas de infecções, 
anormalidades do desenvolvimento cortical, alterações genéticas e 
distúrbios degenerativos. Admite-se epilepsia como um grupo de 
doenças que têm em comum crises epilépticas que recorrem na 
ausência de condição tóxico-metabólica ou febril. 
 
A classificação das crises baseia-se simplesmente nas 
características semiológicas dos eventos, os quais deixam de apresentar 
qualquer conotação anatômica ou fisiopatológica (LÜDER e cols., 1998). 
Engel (2001), de acordo com a nova proposição do ILAE (Classificação 
Internacional das Crises Epilépticas) deste mesmo ano, mostra que a 
classificação passa a ser uma lista dos diferentes tipos de crises que são 
agora consideradas entidades diagnósticas.  
 
As crises epilépticas podem ser divididas em três subgrupos,  
considerando: (1) crises isoladas ou auto-limitadas (crises generalizadas 
ou crises focais), (2) crises contínuas, configurando o status epilepticus 
(status epilepticus generalizado ou status epilepticus focal) e (3) crises 
 reflexas onde os fatores precipitantes podem desencadear crises focais 
ou generalizadas.   
 
 Crises epilépticas são eventos clínicos que refletem disfunção 
temporária de um conjunto de neurônios de parte do cérebro (crises 
focais) ou de áreas mais extensas envolvendo simultaneamente os dois 
hemisférios cerebrais (crises generalizadas). Os sintomas de uma crise 
dependem das partes do cérebro envolvidas na disfunção (GUERREIRO 
e cols., 2000). 
 
A crise epiléptica é causada por descargas elétricas anormais 
excessivas e transitórias das células nervosas, resultantes de correntes 
elétricas que são fruto da movimentação iônica através da membrana 
celular. Crises epilépticas são sintomas comuns de doenças 
neurológicas agudas ou secundárias às doenças clínicas como 
hipoglicemia, hipocalcemia, entre outras, e neste caso, não são 
consideradas epilepsia (GUERREIRO e cols., 2000).  
 
A forma mais comum de síndrome epiléptica é a epilepsia do lobo 
temporal (ELT), que atinge cerca de 40% de todos os casos de epilepsia 
(HAUSER & KURLAND, 1975). A ELT vem sendo reconhecida como uma 
síndrome específica, devido à sua alta prevalência e à freqüente 
refratariedade ao tratamento medicamentoso (ENGEL, 1989). 
 
De maneira geral, a ELT se caracteriza pela presença de crises 
focais, apresentando ou não generalização secundária (SHORVON, 
1990). Os principais sintomas são gerados predominantemente pelo 
acometimento de estruturas mesiais do lobo temporal, sendo esta a 
forma mais comum de epilepsia em adulto (ENGEL, 1989). A sua origem 
pode estar ligada a um processo cerebral já cicatrizado ou a uma 
patologia atual ativa (SHORVON, 1990). 
  
O padrão histológico mais freqüentemente observado em tecidos 
de pacientes com epilepsia do lobo temporal é a chamada esclerose 
do Corno de Amon (cornus Ammonis, CA), caracterizada por acentuada 
perda de neurônios piramidais do hipocampo, acompanhada de gliose 
(WOLF & WIESTLER, 1993).  
 
O aumento da susceptibilidade do tecido nervoso às crises 
epilépticas tem sido relacionado a uma anormalidade no sistema de 
neurotransmissão do SNC, através de um aumento na transmissão 
excitatória, ou por uma diminuição na transmissão inibitória, ou por 
ambos os mecanismos (MELDRUM, 1984). 
 
Estudos neuropatológicos, realizados em pacientes com epilepsia 
do lobo temporal mesial, associada à esclerose hipocampal, têm 
demonstrado a presença de um brotamento axonal exuberante de 
circuitos excitatórios e de uma alteração na expressão de receptores 
glutamatérgicos (BABB e cols., 1989; BABB e cols., 1991; BLUMCKE e cols., 
1995; BLUMCKE e cols., 1996; MATHERN e cols., 1996; MATHERN e cols., 
1999).  
 
Por outro lado, nas crises epilépticas de origem límbica, a relação 
entre o ácido gama amino butírico (GABA) e as crises epilépticas já é 
bastante conhecida. Estudos farmacológicos, bioquímicos e fisiológicos 
têm detectado evidências de que um aumento da função GABAérgica 
pode diminuir a susceptibilidade do tecido cerebral ás crises. Quando há 
diminuição dos níveis cerebrais deste neurotransmissor, pode haver um 
aumento da excitabilidade tecidual, induzindo atividade epiléptica 
(MELDRUM e cols., 1989; MATHERN e cols., 1995). 
  
1.2 - STATUS EPILEPTICUS 
 
As primeiras descrições de status epilepticus foram feitas, 
provavelmente, em escrituras Babilônicas e datam de 600 - 700aC, em 
placas denominadas "SAKIKKU", que era a descrição de todas as 
doenças diagnosticadas na época (LOWENSTEIN, 1999). A frase état de 
mal, a antecessora do termo moderno status epilepticus, era utilizada 
para denominar os pacientes portadores de epilepsia que ficavam 
internados nos hospitais de Paris e apenas em 1868, Trousseau incluiu as 
descrições de status epilepticus como parte da literatura sobre epilepsia 
(SHORVON, 1994). 
 
Desiré Bourneville (1876) publicou um artigo em que descrevia as 
características que retratavam o status epilepticus com descrições 
clínicas detalhadas. Muitas outras descrições surgiram, culminando em 
uma descrição clínica e patológica do status epilepticus por Clark & 
Prout (1903/04), e que 40 anos mais tarde foi usada por Wilson, que 
postulou que o status epilepticus é uma crise em que "o sono pós-
convulsivo de um ataque é rapidamente interrompido pelo 
desenvolvimento de um próximo" (WILSON, 1940). 
 
A definição oficial do status epilepticus foi produto da reunião do 
"Tenth Marseilles Colloquium" em 1962 e foi adaptada em 1964 pelo 
mesmo grupo. Segundo a Classificação Internacional das Crises 
Epilépticas (ILAE), do mesmo ano, ficou postulado que: status epilepticus 
é uma crise que persiste por um período de tempo suficiente ou é 
repetida suficientemente para produzir uma fixa e durável condição 
epiléptica" (ILAE, 1964). 
  
Atualmente, status epilepticus é definido como uma condição 
caracterizada por crises de longa duração. É um importante problema 
clínico (LOWENSTEIN, 1999) e apesar de décadas de pesquisas clínicas e 
experimentais, tem-se obtido poucos progressos no sentido de prevenir o 
início do status epilepticus, assim como na adequação do tratamento, 
que nem sempre é bem sucedido, levando este quadro a ser associado 
as altas taxas de mortalidade e morbidade (DELORENZO e cols., 1987, 
DELORENZO e cols., 1992).   
 
Para conhecer melhor as alterações causadas por esta condição, 
muitos modelos experimentais envolvendo a administração de 
substâncias convulsivantes têm demonstrado que o padrão de lesão 
cerebral se assemelha àquele encontrado em humanos. Por isso, os 
modelos de status epilepticus em animais são grandes avanços para o 
entendimento e prevenção das seqüelas neuropatológicas associadas 
às crises prolongadas (GRUENTHAL, 1998).  
 
Durante o status epilepticus ocorrem diversas mudanças na 
circuitaria cerebral, que seriam responsáveis pelas crises espontâneas 
recorrentes, que surgem após um período silencioso (livre de crises).  
Vários fatores parecem estar envolvidos nesta mudança. Sloviter (1991) 
propôs a hipótese das células em cesto dormentes, sugerindo que uma 
crise prolongada levaria à morte de células musgosas do hilo do giro 
dentado, eliminando as aferências excitatórias desses neurônios para as 
células em cesto (GABAérgicas), que ficariam dormentes, ou seja, sem a 
ativação mediada pelas células musgosas. Com a perda parcial da 
inibição, associada às aferências excitatórias, descargas excessivas 
seriam geradas, levando progressivamente as células do hilo à morte e, 
em longo prazo, a uma condição epiléptica. 
  
Existe outra hipótese que associa a hiperexcitabilidade, na 
epilepsia, com a reorganização hipocampal. Assim, os axônios das 
células granulares do giro dentado emitiriam projeções para o próprio 
campo de dendritos, fazendo assim um circuito excitatório reverberante. 
Tanto em animais epilépticos, quanto em pacientes portadores de 
epilepsia do lobo temporal associada à esclerose hipocampal, existe a 
presença de um brotamento axonal exuberante de circuitos excitatórios, 
denominado de brotamento supragranular de fibras musgosas. Este 
rearranjo seria então, o resultado da eliminação das sinapses 
decorrentes da morte das células musgosas da região do hilo, que 
seriam substituídas por axônios das células granulares, que por serem 
ricas em zinco podem ser visualizadas pelo método de Timm. (TAUCK & 
NADLER, 1985). 
 
No entanto, a hipótese do brotamento supragranular das fibras 
musgosas vem sendo contestada. Longo & Mello (1997; 1998) discordam 
que o brotamento seja o gerador de crises, uma vez que eles inibiram o 
desenvolvimento do brotamento das fibras musgosas com a 
administração de cicloheximida (inibidor de síntese protéica) sem inibir o 
aparecimento das crises epilépticas. Mais recentemente, Williams e cols., 
(2002), demonstraram que não há o bloqueio do brotamento 
supragranular das fibras musgosas, nem a remissão das crises epilépticas 
em animais cuja síntese protéica tenha sido inibida pela cicloheximida, 
tornando esse assunto bastante polêmico.   
 
Para um melhor entendimento do processo pelo qual a epilepsia 
se desenvolve, os modelos animais se tornaram indispensáveis, pois 
mimetizam a epilepsia humana, sendo uma forma rápida e fácil de obter 
informações relativas à epileptogênese. 
  
1.3 - MODELOS EXPERIMENTAIS DE EPILEPSIA 
 
Os modelos experimentais de epilepsia têm contribuído para um 
melhor entendimento da fisiopatologia desta síndrome. Desta maneira, 
aqueles modelos que reproduzem a epilepsia do lobo temporal (ELT) 
humana são considerados muito úteis. Pesquisas realizadas nesses 
modelos de ELT fornecem diversos dados comportamentais e 
eletroencefalográficos, assim como apontam a presença de lesões 
hipocampais, compatíveis com a esclerose mesial observada em 
humanos (AVANZINI & FARIELLO, 1997; ENGEL, 1996; LOTHMAN e cols., 
1995; ISOKAWA, 1997).  
 
Alguns dos modelos experimentais de epilepsia do lobo temporal 
mais utilizados são o do abrasamento, do ácido caínico e da pilocarpina. 
 
1.3.1 - ABRASAMENTO (Kindling) 
 
O modelo conhecido como Abrasamento (Kindling), foi descrito 
por GODDARD (1967) e se assemelha à epilepsia parcial complexa 
humana. Ele observou que a estimulação elétrica repetitiva e de baixa 
intensidade, aplicada em certas estruturas cerebrais, levava ao 
aparecimento progressivo de crises comportamentais e eletrográficas, 
que crescem em complexidade e se alastram, induzindo crises motoras 
generalizadas e uma permanente susceptibilidade a crises epilépticas. 
Este modelo é, sobretudo, um modelo de plasticidade nervosa ligada à 
epilepsia, que confere grande validade quanto à extrapolação dos 
 achados em animais, para o ser humano. Os parâmetros de estimulação 
foram definidos por GODDARD e cols., (1969) e obtenção do 
abrasamento varia de acordo com as estruturas estimuladas e com a 
espécie animal. 
 
A evolução do processo de abrasamento segue um padrão 
característico bem definido e tem sido estudado por diferentes 
pesquisadores (RACINE, 1978 ; RACINE e cols., 1975). Animais submetidos 
ao abrasamento podem desenvolver convulsões clônicas com quedas, 
que duram vários segundos. Em outros, podem aparecer crises 
espontâneas, mas esse aspecto é muito discutido, considerando-se que 
essas crises desaparecem após períodos longos sem estimulação elétrica 
(McNAMARA e cols., 1993). Estudos realizados em animais que foram 
submetidos ao abrasamento evidenciaram alterações  eletrofisiológicas 
variadas tais como, alterações de circuitos inibitórios (CHAUDIEU e 
cols.,1987; TUFF e cols.,1983), alterações na expressão e função dos 
receptores do tipo NMDA  (GILBERT, 1988; JONES, 1989), respostas 
sinápticas anormais (YAMADA, 1991) e alterações nos mecanismos 
extracelulares de tamponamento de íons potássio extracelular (GEULA e 
cols., 1988; HEINEMANN e cols.,1990). 
 
As alterações estruturais e funcionais persistem por um longo 
período e são compatíveis com a epilepsia do lobo temporal (ELT). 
Porém, essas alterações não são tão evidentes como as observadas em 
outros modelos de ELT (SUTULA, 1990). 
 
O abrasamento pode também ser obtido através de estimulação 
química repetida, utilizando-se drogas como fluorotil, pentilenotetrazol 
(PTZ), lidocaína, cocaína e álcool (PRINCHARD e cols., 1969; MASON & 
COOPER, 1972). 
  
1.3.2 - ÁCIDO CAÍNICO (AK) 
 
Shinozaki e cols., (1970), estudando os efeitos fisiológicos de certos 
anti-helmínticos, demonstraram o efeito neurotóxico de um análogo do 
neurotransmissor glutamato (GLU) no sistema nervoso central (SNC) de 
mamíferos, principalmente no hipocampo (OLNEY e cols., 1979; COYLE e 
cols., 1980; FISHER e cols., 1989). O ácido caínico (KA - em japonês – o 
fantasma do mar), foi isolado da alga Digenea simplex (TAKEMOTO, 
1978). Posteriomente SHINOZAKI & KONISHI (1970), descreveram o ácido 
caínico como uma potente neurotoxina, de ação excitatória muito 
potente, produzindo descargas neuronais prolongadas, que culminam 
em status epilepticus (SE) e é capaz de lesar corpos celulares e dendritos. 
Apesar da injeção não lesar as fibras de passagem, pode-se observar 
que são lesados corpos celulares de núcleos cerebrais distantes do local 
da injeção, que pode ser explicada pela intensa atividade epiléptica 
(BEN-ARI e cols., 1980). Esta conclusão parte do princípio de que a 
administração de drogas anticonvulsivantes reduz ou elimina as crises, 
evitando lesões à distância, sem afetar as lesões locais (BEN-ARI e cols., 
1979; BEN-ARI e cols., 1980). 
 
Nadler e cols. (1978) observaram que a injeção intraventicular de 
ácido caínico produz crises comportamentais, acompanhadas de lesão 
cerebral, que se assemelha à epilepsia do lobo temporal em humanos. O 
status epilepticus é seguido por um período silencioso, onde a única 
alteração observada é um comportamento agressivo, com posterior 
período crônico caracterizado pela presença de crises espontâneas e 
recorrentes (CAVALHEIRO e cols., 1982).  
 
 O dano neuronal induzido pela aplicação sistêmica (BEN ARI e 
cols., 1981; SPERK e cols., 1983) ou local (BEN ARI, 1978; CAVALHEIRO e 
cols., 1983) de ácido caínico é mediado por mecanismos excitotóxicos 
induzidos por ativação de determinados receptores dos aminoácidos 
excitatórios (COYLE, 1987). Esta ação excitatória também foi verificada 
por LUCAS & NEWHOUSE (1976). Embora o modelo do ácido caínico 
tenha sido amplamente utilizado nos últimos anos, sendo considerado um 
bom modelo de epilepsia do lobo temporal, apresenta limitações pois 
pode ocorrer remissão das crises espontâneas.  
 
1.3.3 - PILOCARPINA (PILO) 
 
Dentre os modelos de epilepsia, o modelo da pilocarpina tem sido 
amplamente usado em função da facilidade técnica e, principalmente, 
pelas semelhanças fisiopatológicas encontradas com a epilepsia do lobo 
temporal humana. 
 
Desde o início do século passado, neurologistas como, LANGLEY 
(1901) e LANGLEY & KATO (1915), já admitiam o envolvimento de 
mecanismos colinérgicos na epilepsia. Mais tarde, na primeira metade do 
século (SJOSTTRAND, 1937; MILLER e cols.,1938 CHATFIELD & DEMPSEY, 
1943; BRENNER & MERRITT, 1942) vários autores demonstraram 
experimentalmente, durante o eletrocorticograma a ação convulsivante 
da acetilcolina (Ach) e da fisostigmina, um inibidor da acetilcolinesterase, 
enzima responsável pela hidrólise da acetilcolina. A possível relação da 
ACh com o fenômeno epiléptico foi confirmada em estudos onde a 
administração cerebral de ACh, seus análogos e precursores ou inibidores 
de acetilcolinesterase, resultava em intensa atividade epiléptica 
(GROSSMAN, 1963; MACLEAN & DELGADO, 1953). 
  
TURSKI e cols., (1983), demonstraram que a pilocarpina, um 
alcalóide de origem vegetal extraído das folhas do Pilocarpus 
pennatifolius e do Pilocarpus jaborandi, age sobre receptores 
muscarínicos colinérgicos e é um potente agente convulsivante, que 
após injeção intra-amigdaliana ou sistêmica, em altas doses, provoca 
lesões por todo o prosencéfalo. Posteriormente, através de injeção 
sistêmica, foi observado que a pilocarpina resulta em uma série de 
alterações comportamentais (TURSKI e cols., 1986).  
 
A injeção sistêmica de altas doses de pilocarpina (300 a 
380mg/kg) produz alterações comportamentais e eletrográficas, 
indicativas de atividade epiléptica duradoura, tanto em ratos machos 
(TURSKI e cols., 1983; LEITE e cols., 1990) quanto em fêmeas normais 
(AMADO e cols., 1998) e castradas (VALENTE e cols., 2002) e em 
camundongos (TURSKI e cols., 1984; CAVALHEIRO e cols., 1996). 
 
Imediatamente após a administração deste agonista colinérgico, 
os animais apresentam automatismos faciais associados à salivação 
moderada, acinesia e tremores generalizados, que progridem para crises 
motoras límbicas, onde os animais apresentam salivação intensa, clonia 
das patas dianteiras e finalmente queda, podendo em alguns casos 
chegar a crises tônicas. Estas crises límbicas culminam em status 
epilepticus duradouro e ao final deste período, os animais tornam-se 
irresponsivos aos estímulos ambientais. Estes episódios caracterizam a fase 
aguda do modelo (TURSKI e cols., 1983). 
 
Leite e cols., (1990) melhor caracterizaram os períodos silencioso e 
crônico deste modelo. O período silencioso ocorre após a recuperação 
dos animais e é caracterizado pela ausência de alterações 
 comportamentais e eletrográficas. Já no período crônico, que se inicia a 
partir da primeira crise espontânea, se mantém durante toda a vida do 
animal (LEITE e cols., 1990). As crises da fase crônica se iniciam com 
automatismos faciais e são seguidas de clonia dos membros anteriores, 
elevação do corpo com apoio nas patas posteriores e perda de 
equilíbrio, seguido por crise clônica generalizada, com duração 
aproximada de 40 a 60 segundos (LEITE e cols., 1990; CAVALHEIRO e cols., 
1991). 
 
TURSKI e cols. (1983b) observaram que os animais que 
apresentaram status epilepticus após o tratamento com pilocarpina, 
apresentaram um padrão de lesão cerebral difusa, provocado pelas 
crises. Estas lesões resultam em alterações neuropatológicas 
permanentes, detectáveis no córtex olfatório, complexo amigdalóide, 
tálamo, substância negra, formação hipocampal e neocórtex. Dentre 
estas estruturas, o hipocampo é a região cerebral mais sensível aos 
efeitos neuropatológicos, desencadeados pela ação epileptiforme, 
resultante da ativação colinérgica (TURSKI e cols., 1986). Foi observada 
intensa degeneração neuronal nas células piramidais do hipocampo, 
principalmente em CA1 e CA3 (TURSKI  e cols., 1983b). Após o período 
silencioso, os animais entram na fase crônica, e apresentam extensa 
degeneração neuronal e intensa proliferação glial. Ocorre o brotamento 
de axônios das células granulares (fibras musgosas) da camada granular 
para os neurônios da camada molecular interna do giro dentado, o qual 
é chamado do brotamento supragranular (MELLO e cols., 1993), 
formando circuitos reverberantes. 
 
LEMOS & CAVALHEIRO (1992), demonstraram uma correlação 
entre a duração do SE, perda neuronal no hipocampo e reorganização 
sináptica com o surgimento de crises espontâneas e recorrentes. Estes 
 autores demonstraram que era necessário um período de 30 minutos de 
SE para que houvesse o desenvolvimento de crises recorrentes, na fase 
crônica. Observaram ainda que a intensidade da reorganização 
sináptica apresentava relação direta com a freqüência de crises 
espontâneas e, sugeriram que a perda neuronal na região do hilo do giro 
dentado poderia ser o fator desencadeante do processo de 
reorganização sináptica das fibras musgosas. 
 
Alterações neuroquímicas puderam ser também observadas 
durante as fases do modelo. A taxa de utilização de noradrenalina 
estava aumentada enquanto que a de dopamina estava diminuída nas 
três fases do modelo (CAVALHEIRO e cols., 1992; CAVALHEIRO e 
cols.,1994). Os níveis hipocampais de glutamato estavam reduzidos 
durante a fase aguda sugerindo aumento da liberação deste 
neurotransmissor. Observou-se aumento na concentração hipocampal 
de diferentes prostaglandinas (NAFFAH-MAZZACORATTI e cols.,1995) 
sugerindo aumento de produção do ácido araquidônico e conseqüente 
alteração na transdução do sinal de membrana. A ação do glutamato 
sobre o receptor NMDA também promove a produção de GAP-43, que 
está relacionada com o brotamento supragranular das fibras musgosas, 
que modificará a plasticidade hipocampal (NAFFAH-MAZZACORATTI e 
cols., 1999). 
  
  Segundo CAVALHEIRO & BENTIVOGLIO (1991), houve diminuição 
da concentração de calbindina e parvalbumina no hipocampo destes 
animais durante os períodos silencioso e crônico. 
 
 
 
 
  
1.4 - EPILEPSIA E DISFUNÇÃO HORMONAL 
 
A incidência de portadores de epilepsia na população geral é 
bastante elevada, mas com incidência bastante variável nos diferentes 
países (YACUBIAN, 1999). Considerando a população geral de 
portadores de epilepsia, destaca-se o contingente feminino, por este 
apresentar particularidades inerentes ao sexo, tais como o ritmo 
hormonal cíclico e a gestação (AMADO, 1996). Vários estudos têm 
indicado uma grande influência dos hormônios sexuais nos fenômenos 
epilépticos (DIAMANTOPOULOS e col., 1986; HERZOG e col., 1986; 
ROSCIZEWSKA e col., 1986; WOOLEY e cols. 1992). Em mulheres com 
epilepsia são comuns as disfunções reprodutivas e distúrbios endócrinos.  
Fertilidade reduzida (WEBBER e cols., 1986), diminuição do desejo sexual 
(MORRELL, 1991) e da resposta sexual (MORRELL, 1994) também foram 
descritas. Estes distúrbios são particularmente comuns em mulheres com 
epilepsia do lobo temporal (HERZOG, 1989; HERZOG, 1995). Segundo 
Morrel (1991), a incidência de disfunções sexuais, ocorre entre 14 - 66% 
dos portadores de epilepsia e na menopausa, cerca de 20% das 
mulheres apresentam sua primeira crise (MORREL, 1999). 
 
Durante várias décadas tem sido relatado que as crises têm 
relação com os hormônios e existem relatos sobre os efeitos 
proconvulsivantes do estrogênio (CRAIG, 1966; BACKSTROM e cols. 
1984), enquanto que a progesterona apresenta efeito inibitório sobre a 
atividade epiléptica (HALL, 1977). Conseqüentemente, a freqüência de 
crises mostra uma correlação positiva, estatisticamente significante, 
entre a razão estradiol/ progesterona plasmática (BACKSTROM, 1976) e 
varia com as diferenças na secreção endócrina fisiológica, durante as 
várias fases do ciclo menstrual (LAIDLAW, 1956; KLEIN & HERZOG, 1997).  
Determinações séricas do hormônio luteinizante (LH) confirmam 
 alterações na proporção de progesterona (ROSCIZEWSKA e cols., 1985), 
e levantam a hipótese de que o déficit lúteo poderia ser 
responsabilizado pelo decréscimo na secreção da progesterona.  
Soma-se a esses dados, a ocorrência de um maior número de ciclos 
anovulatórios, detectados pela análise do padrão cito-hormonal dos 
esfregaços vaginais (ROSCIZEWSKA e cols., 1986; AMADO e cols., 1998).  
Esse conjunto de observações poderia responder pelo menor índice de 
fertilidade, encontrado nas mulheres portadoras de epilepsia 
(GRUDZINSKA e cols., 1979; CUMMINGS e cols., 1995). 
 
Além disso, disfunções endócrinas e reprodutivas, caracterizadas 
por ciclos anovulatórios são comuns em mulheres com epilepsia, em 
especial a síndrome do ovário policístico e amenorréia hipotalâmica 
(HERZOG e cols., 1986).  Embora os ciclos anovulatórios não tenham sido 
relacionados com a freqüência de crises, eles foram mais observados 
em mulheres com epilepsia do lobo temporal do que em mulheres com 
epilepsia generalizada primária (HERZOG e cols., 1986). 
 
 Estudos recentes têm mostrado influências recíprocas entre 
excitabilidade neuronal e liberação hormonal.  Os hormônios 
reprodutivos podem influenciar a excitabilidade neuronal por 
mecanismos específicos que alteram o metabolismo celular e a 
transmissão neural (HERZOG, 1995). Alterações endócrinas e reprodutivas 
são freqüentemente relatadas na mulher com epilepsia do lobo 
temporal, assim como em ratas nos diferentes modelos experimentais de 
crises límbicas. Segundo Edwards e cols., (1999), o estradiol diminui o limiar 
pós-descarga na amígdala e facilita a aquisição de crises por 
abrasamento e a progesterona parece ter um efeito inibitório após o 
aumento do limiar pós-descarga na amígdala e diminui a aquisição de 
abrasamento. 
 
 Muitas investigações sugerem que os hormônios, particularmente os 
esteróides sexuais, influenciam a probabilidade da expressão de crises. A 
literatura sobre o efeito dos hormônios na expressão de crises tem sido 
revista, com particular atenção às alterações estabelecidas na 
fisiopatologia das epilepsias, desencadeadas por eventos endócrinos tais 
como o ciclo ovulatório e menstrual, gestação e menopausa (MORRELL, 
1992). 
 
  Sabe-se que o estradiol aumenta a densidade dos espinhos 
dendríticos e de sinapses excitatórias nos neurônios piramidais da região 
CA1 hipocampal (WOOLLEY & McEWEN, 1993; WOOLLEY & McEWEN, 
1994), enquanto que a progesterona diminui a densidade de espinhos 
dendríticos na região CA1 do hipocampo e de sinapses excitatórias 
(WOOLLEY & McEWEN, 1993). Ou seja, esteróides ovarianos podem alterar 
a susceptibilidade à atividade epiléptica.  O estradiol diminui o limiar 
para crises convulsivas, enquanto este efeito é revertido pela 
progesterona (BACKSTROM e cols., 1984; BUTERBAUGH, 1987a, 
BUTERBAUGH, 1987b, BUTERBAUGH, 1989; HERZOG, 1991).   
 
 Durante a década passada, com o avanço da neurociência, foi 
possível relacionar quais os caminhos levam o estrogênio a interferir nas 
funções cognitivas das mulheres (SHERWIN, 1996). 
 
 O hipocampo é uma estrutura do cérebro que está relacionada 
com a memória e o aprendizado e contém receptores de estrogênio 
(PFAFF, 1980). O estrogênio aumenta a colina acetil transferase, uma 
enzima que sintetiza a acetilcolina, que é um neurotransmissor, que 
parece ser crítico na aquisição da memória (BARTUS e cols., 1982). Em 
ratas submetidas á castração bilateral, a densidade de espinhos 
dendríticos das células piramidais de CA1 do hipocampo sofrem uma 
diminuição significante (GOULD e cols., 1990), mas este efeito pode ser 
 prevenido através de terapia de reposição hormonal com estradiol 
(SILVA e cols., 2003). 
 
Woolley e cols (1990) descrevem que a densidade de espinhos 
dendríticos e o número de sinapses em CA1 flutuam durante o ciclo estral 
normal. Em uma tarde de proestro a densidade de espinhos dendríticos 
está aumentadas em 30% com relação a uma tarde de estro, 24 horas 
mais tarde. 
 
1.5 – HORMÔNIOS ESTERÓIDES E SUSCEPTIBILIDADE ÀS CRISES 
 
Já sabemos que os hormônios, particularmente os hormônios 
esteróides sexuais, influenciam a probabilidade de ocorrência de crises 
(BEYENBURG e cols., 2001). 
 
 Do ponto de vista clínico, o desenvolvimento de certas síndromes 
epilépticas, como crises de ausência ou epilepsia mioclônica juvenil têm 
correspondência com alterações no balanço hormonal durante a 
puberdade (BEYENBURG e cols., 2001). 
 
 MORREL (1992, 1999) e HERZOG (1999 b, c) descreveram que, em 
mulheres, a freqüência de crises sofre influências durante vários períodos 
de sua vida como: puberdade, ciclo menstrual (período pré-menstrual e 
pré ovulatório), gestação, perimenopausa e menopausa, mas os 
mecanismos pelos quais os hormônios modulam a vulnerabilidade para 
as crises ainda não estão bem esclarecidos. 
 
 Muitos pesquisadores, há décadas, têm observado que os 
hormônios esteróides influenciam a freqüência de crises. LOGOTHETIS e 
cols. (1959) observaram o impacto dos estrogênios na exacerbação das 
crises em mulheres e este dado foi confirmado depois por estudos 
 experimentais, que o estrogênio tem efeito pró-convulsivante 
(LOGOTHETIS & HARNER, 1960; STITT & KINNARD, 1968). HERZOG e cols. 
(1997) observaram que em mulheres há um aumento das crises no 
período perimenstrual, afirmando a hipótese de que a diminuição 
fisiológica da progesterona e seus metabólitos exercem efeitos 
convulsivos e que as crises catameniais podem ser atribuídas às 
propriedades dos esteróides (REDDY & ROGAWSKI, 2000). 
 
 Hoje em dia já se sabe que alterações nas concentrações dos 
esteróides podem ser responsáveis por alterações de humor, enxaqueca 
e aumento da vulnerabilidade às crises (BEYENBURG e cols., 2001). 
 
1.5.1 – ENVOLVIMENTO HORMONAL ATRAVÉS DO MODELO DE EPILEPSIA 
INDUZIDO POR PILOCARPINA  
 
Alguns trabalhos com fêmeas foram importantes para esclarecer o 
papel do envolvimento dos hormônios sexuais femininos no modelo de 
epilepsia induzido por pilocarpina. Amado e cols (1993) deram início a 
este estudo e puderam observar que o rearranjo das eferências 
contendo GnRH e a perda das suas ramificações terminais podem 
ocorrer em cérebros epilépticos. As modificações nesta circuitaria 
hipotalâmica poderia  causar as mudanças no ciclo estral, observadas 
nos animais epilépticos, devido ao envolvimento das vias contendo GnRH 
nas alterações  endócrinas e reprodutivas, também observadas em 
humanos com epilepsia do lobo temporal. Dando seqüência a esta 
investigação, AMADO (1996) observou que, após a injeção de 
pilocarpina há ocorrência de alterações hormonais e estruturais nas 
gônadas, hipófise e hipotálamo, que contribuem para a seqüência dos 
eventos epilépticos, que se seguem após a injeção de pilocarpina. Em 
1998, AMADO & CAVALHEIRO puderam observar que fêmeas epilépticas 
 apresentam diminuição na freqüência de crises durante a gestação e 
lactação. VALENTE e cols (2002) sugeriram que os hormônios reprodutivos 
femininos podem ter um efeito protetor no SNC, pois a castração facilita 
o processo epileptogênico. Além disso, em fêmeas epilépticas, que 
foram castradas, há redução na freqüência de crises, quando as 
mesmas recebem reposição hormonal de estrogênios conjugados 
eqüino. Morfologicamente, apresentam um quadro de melhora tanto na 
diminuição da perda celular como no grau de brotamento de fibras 
musgosas (PEREIRA Jr, 2001). Outro achado importante é o de que vias 
intracelulares, relacionadas com a fosfotirosina (PtyP)  podem ser 
moduladas por hormônios sexuais no cérebro de fêmeas durante o status 
epilepticus. Essas alterações também podem acontecer nas diferentes 
fases do ciclo estral de fêmeas normais, sugerindo que os hormônios 
sexuais são muito importantes na plasticidade sináptica (SARTORELLI, 
2001). Todos estes dados sugerem que os hormônios sexuais femininos 
têm grande influência, tanto no desenvolvimento do modelo quanto no 
período crônico do mesmo. Entretanto, muitos esclarecimentos são ainda 
necessários para a compreensão deste envolvimento. 
 
1.6 - BIOSSÍNTESE DOS HORMÔNIOS ESTERÓIDES 
 
Os hormônios esteróides são sintetizados a partir do colesterol por 
uma série de enzimas, que agem de acordo com a síntese direta de um 
ou vários esteróides em uma célula.  O colesterol é um esteróide que 
modula a fluidez da membrana dos eucariontes, é transportado por 
líquidos orgânicos na forma de partículas lipoprotéicas e é precursor das 
cinco principais classes de hormônios esteróides.  
 
O primeiro estágio na síntese do hormônio esteróide é a formação 
da pregnenolona, precursora de todos os hormônios esteróides, à partir 
do hormônio corticotrófico (ACTH), que estimula esta conversão.  
  
A progesterona é sintetizada a partir da pregnenolona. Em seguida 
são sintetizados cortisol, corticosterona e aldosterona.   
 
A síntese de androgênios começa à partir da progesterona, que é 
clivada e forma androstenediona, que por sua vez dá origem a 
testosterona. Os estrogênios são sintetizados a partir dos androgênios, 
sendo que a estrona deriva da androstenediona e o estradiol é formado 
a partir da testosterona. 
 
1.7 - MECANISMOS DE AÇÃO DOS HORMÔNIOS ESTERÓIDES  
 
Os hormônios são classicamente definidos como mensageiros 
químicos que: (1) são secretados no fluxo sangüíneo por glândulas 
endócrinas, (2) percorrem o corpo através do sistema circulatório, (3) se 
ligam aos receptores em células alvo específicas, localizadas a alguma 
distância do seu sítio de secreção, e (4) exercem funções fisiológicas 
regulatórias sobre essas células alvo.  
 
O estradiol e a progesterona são secretados pelos ovários e são 
liberados dentro do sistema circulatório. A secreção é controlada por 
células do hipotálamo e hipófise através de alças de retroalimentação 
do eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal (WOOLLEY & SCHWARTZKROIN, 
1998). Atuam na célula alvo através de difusão pela membrana da 
célula e se associam às proteínas receptoras específicas, expressas pela 
célula alvo. As duas vias de ação dos hormônios são: (1) entram na 
célula, migram para o núcleo e agem como reguladores da transcrição 
e moduladores da expressão gênica e (2) agem na membrana da 
célula, regulando diretamente os canais iônicos, dependentes de 
ligantes (SANTOS, 1991).  
 
  Segundo Melcangi & Panzica (2001), o sistema nervoso (central e 
periférico) tem sido classicamente considerado alvo para os hormônios 
esteróides produzidos pelas glândulas esteroidogênicas, pois muitas das 
funções cerebrais parecem ser dependentes da ação destes hormônios. 
Durante décadas, este mecanismo endócrino clássico tem sido 
amplificado pelo conceito de que muitos esteróides podem ser 
sintetizados no sistema nervoso. No entanto, é difícil discriminar os efeitos 
dos esteróides, sua síntese e a ativação enzimática dos metabólitos dos 
esteróides circulantes. Muitos pesquisadores têm concentrado atenção 
para o papel dos esteróides neuroativos associados às disfunções como 
estresse, envelhecimento e neurodegeneração. Por outro lado, o 
potencial terapêutico dos esteróides neuroativos como agentes 
neuroprotetores tem sido avaliado no sistema nervoso central e 
periférico.  
 
 Os esteróides regulam importantes funções neuronais incluindo a 
organização dos circuitos neurais durante o desenvolvimento e a 
regulação da organização das sinapses no adulto. Os hormônios 
esteróides podem promover a sobrevivência e diferenciação dos corpos 
celulares e células da glia, regulando a sinaptogênese, prevenindo a 
eliminação de sinapses, induzindo o crescimento axonal e dendrítico, e 
tem participação durante a regeneração do sistema nervoso (ARNOLD, 
1990; JONES, 1994; SCHUMACHER, 1996). Os receptores dos hormônios 
esteróides são membros de uma grande família de fatores de transcrição 
nuclear, ativados por ligantes, que incluem os androgênios, estrogênios, 
glicocorticóides, e receptores de progesterona. A ligação do esteróide 
resulta na dissociação de “heat-shok protein” (proteínas que respondem 
ao calor – proteínas de estresse), dimerização do receptor e ligação do 
elemento de resposta hormônio específico (HRE), para produzir um 
complexo transcricional ativo que induz a ativação ou repressão dos 
genes alvo. Os receptores esteróides são regulados por fosforilação. 
Evidências recentes sugerem que a expressão dos receptores de 
 esteróides pode ser regulada por neurotrofinas, tais como o BDNF (Fator 
Neurotrófico Derivado do Cérebro), e que  os esteróides também podem 
regular a expressão de fatores tróficos e de seus receptores (TORAN-
ALLERAND, 1996; HUSSIEN e cols., 1997). 
 
O mecanismo de ação dos esteróides acontece pela modulação 
da atividade de uma variedade de receptores de neurotransmissores, 
como do tipo GABAA, que podem ser modulados positiva ou 
negativamente (COVEY e cols., 2001), aumentando ou diminuindo a 
duração e a freqüência da abertura dos canais (MELLON e cols., 2001) 
ou NMDA (N-metil-D-aspartato), agindo em diferentes regiões do 
receptor e aumentando o cálcio intracelular ou ainda em canais iônicos 
de superfície, regulando a abertura dos canais de cálcio, e como 
conseqüência, aumentando a sua concentração intracelular 
(MAJEWSKA, 1992; MELLON, 1994; LAMBERT e cols., 1995; JOELS, 1997; 
RUPPRECHT & HOLSBOER, 1999a, b). 
 
 O cérebro não é somente alvo para a ação dos neuroesteróides, 
ele pode também ser responsável pela indução da síntese de esteróides 
a partir do colesterol (MELLON e cols., 2001). 
 
 No cérebro dos vertebrados, as células da glia são os maiores sítios 
de formação e metabolismo dos neuroesteróides (BAULIEU, 1998) e 
recentemente, foi demonstrado que os neurônios também podem 
sintetizar os esteróides neuroativos (TSUTSUI e cols., 2000). 
 
 Os principais mecanismos de ação e os principais efeitos dos 
esteróides sexuais neuroativos na excitabilidade neuronal foram 
resumidos por HERZOG (1999b); RUPPRECHT & HOLSBOER (1999a) e 
MORREL (1999) e são demonstrados a seguir: 
 
 
  
  
 ESTRADIOL PROGESTERONA 
Sítios específicos
 dos receptores 
Primariamente hipotalâmico   e 
límbico 
Primariamente hipotalâmico e 
límbico 
Metabólitos ativos
 no  SNC 
Catecolestrogênios* Alopregnenolona 
Modulação dos 
receptores de 
membrana 
 
GABA, NMDA, cainato e serotonina 
GABA, NMDA, nicotínicos, 
acetilcolina, glicina, serotonina, 
cainato, oxitocina 
 e sigma 1 
 
 
 
 
 
Efeitos na  
excitabilidade  
neuronal 
 
 
-inibição  da  síntese  de  GABA 
-diminui  o  número  de  subunidades 
dos receptores GABAA 
  -induz  a  formação  de  espinhos     
dendriticos 
  -reduz  o  limiar  eletroconvulsivo 
  -cria novos focos epilépticos quando
aplicado topicamente 
  -aumenta  a  severidade  e  duração
das crises induzidas quimicamente 
  -ativa focos epilépticos pré-existente
 
-aumenta a síntese de GABA 
-aumenta o número de subunidades 
do receptor GABAA 
-inibe crises induzidas por 
abrasamento, lesão focal e retirada  
do álcool 
-induz sedação e anestesia 
 
Tabela 1 - Mecanismos de ação e os efeitos dos esteróides sexuais na excitabilidade 
neuronal (modificado por HERZOG, 1999b; RUPPRECHT & HOLSBOER, 1999a; MORREL, 
1999) 
*catecolestrogênios são compostos químicos com duas faces ativas que permitem 
interação tanto com catecolaminas como na via dos estrogênios no hipotálamo; 
modulam a síntese de GnRH, pois altera o tônus noradrenérgico e dopaminérgico; são 
formados localmente no sistema nervoso central pela hidroxilação dos carbonos 2 e 4 
(C2 e C4) do estradiol e podem atuar nos receptores noradrenérgicos, fornecendo uma 
vasta atuação dos esteróides. 
 
 
 
 1.8 - ESTROGÊNIO E SISTEMA NERVOSO CENTRAL 
 
O estrogênio diminui o limiar para as crises, pois potencializa o 
glutamato e bloqueia a neurotransmissão GABAérgica (SMITH e cols., 
1988; SMITH 1989; MURPHY e cols., 1998; WOOLLEY & SCHWARTZKROIN, 
1998; WOOLLEY, 1999). Em neurônios hipocampais, potencializa a 
resposta pós sináptica glutamatérgica (WOOLLEY, 1999), além de agir nos 
neurônios do sistema límbico (WOOLLEY, 2000). 
 
 Estudos clínicos têm descrito um freqüente decréscimo na 
eficácia cognitiva, incluindo a memória, em mulheres climatéricas 
(HALBREICH, 1997). A administração de estrogênio melhora as funções 
cognitivas (CALDWELL & WATSON, 1952; HACKMAN & GALBRAITH, 1977; 
CAMPBELL & WHITEHEAD, 1977; FEDOR-FREYBERGH, 1977) por exercer um 
efeito positivo especialmente na aquisição de memória. Isso foi 
observado pela diminuição do tempo para realização de alguns testes, 
que um grupo de mulheres, que recebiam reposição hormonal, era 
submetido (HACKMAN & GALBRAITH, 1977; FEDOR-FREYBERGH, 1977; 
SHERWIN, 1988; SHERWIN & PHILLIPS, 1990; PHILLIPS & SHERWIN, 1992). Um 
recente estudo mostra que os estrogênios parecem ser muito ativos no 
córtex pré-frontal, influenciando funções que são dependentes desta 
área do cérebro. Em particular, foi demonstrado que, as mulheres que 
fazem reposição hormonal com estrogênio, têm a capacidade de 
realizar com mais facilidade os testes de memória verbal e espacial do 
que as que não usam (DUFF & HAMPSOM, 2000). 
 
 O estrogênio age potencializando os efeitos colinérgicos por 
induzir a síntese e ativação da colina acetil transferase (COYLE e cols., 
1983; HENDERSON & BUCHWALTER, 1994; LAWRENCE & SAHAKIAN, 1995). 
Além disso, parece ser importante na manutenção das projeções 
colinérgicas dos neurônios do hipocampo e córtex. A terapia de 
 reposição hormonal com estrogênio pode aumentar o status funcional 
destes neurônios, assim como reduzir os déficits cognitivos associados 
com a diminuição colinérgica muscarínica. Em humanos, podem 
atrasar o declínio nas funções basais colinérgicas associada ao 
envelhecimento e doença de Alzheimer e por meio disso, reduzir o risco 
e a severidade da demência, relacionada ao Alzheimer em mulheres 
na pós-menopausa (GIBBS & AGGARWAL, 1998). 
 
 Existem numerosos relatos dos efeitos positivos do estrogênio no 
humor e comportamento de mulheres na pós-menopausa. O estrogênio 
parece afetar vários sistemas cerebrais por determinar mudanças na 
concentração local de neurotransmissores (GENAZZANI e cols., 2002). O 
estrogênio modula os sistemas dopaminérgicos e noradrenérgicos no 
hipotálamo e regiões extra hipotalâmicas do cérebro, controlando 
movimento e comportamento, tanto em animais como em humanos 
(GENAZZANI e cols., 2002). Evidências de que o estrogênio modula o 
sistema catecolaminérgico surge do fato de que, em ratas, o aumento 
nos níveis de estrogênio na fase proestro do ciclo estral determina um 
aumento no “turnover” da norepinefrina e dopamina (ETGEN & 
KARKANIAS, 1994; ALONSO-SOLEIS e cols., 1996).  
 
 A maioria dos estudos mostra que mulheres com depressão 
climatérica podem se beneficiar da terapia de reposição hormonal 
com estrogênios conjugados (GENAZZANI e cols., 1989; DITKOFF e cols., 
1991; DALY e cols., 1993; LIMOUZIN-LAMOTHE e cols., 1994)  
 
A capacidade do estrogênio em modular os sistemas GABAérgicos 
no hipotálamo de roedores, foi primeiramente demonstrado por Ondo e 
cols. (1982). Mais recentemente, papéis similares para o estrogênio na 
modulação dos sistemas GABAérgicos no hipocampo e no tronco 
encefálico tem sido descritos (WEILAND, 1992; GRATTAN e cols., 1996; 
MURPHY e cols., 1998a). Embora muitos estudos têm demonstrado a 
 habilidade do estrogênio em alterar a freqüência das correntes 
GABAérgicas pós-sinápticas inibitórias (MURPHY e cols., 1998a), outros 
experimentos têm mostrado que ratas castradas e que recebem 
subseqüentemente reposição de estrogênio podem alterar as 
subunidades dos receptores GABA, limitando sua taxa de síntese 
(WEILAND, 1992; HERBISON e cols., 1995; HERBISON & FÉNELON, 1995; Mc-
CARTHY e cols., 1995). No entanto, o crescente número de novos estudos 
dá suporte ao papel do estrogênio na modulação dos sistemas 
GABAérgicos no hipotálamo, tronco encefálico e hipocampo, mas 
poucos estudos têm examinado a associação entre a expressão de 
receptores de estrogênio e os fenótipos GABAérgicos em outras regiões 
do cérebro. Com a identificação, em 1996, do receptor beta do 
estrogênio (ER-β) e a subseqüente localização destes receptores no 
córtex, amígdala, tronco encefálico e regiões hipocampais, envolvidos 
com a memória e processos altamente cognitivos, a necessidade de 
identificar os fenótipos destes receptores de estrogênio que as células 
carregam, tornou-se necessária (KUIPER e cols., 1996; SHUGHRUE e cols., 
1997; SHUGHRUE & MERCHENTHALER, 2001). 
 
1.8.1 - RECEPTORES DE ESTROGÊNIO NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 
 
 Os estrogênios são uma importante classe de hormônios esteróides 
e estão envolvidos em uma série de comportamentos, processos 
neuroendócrinos e fisiológicos tanto no desenvolvimento quanto em 
organismos adultos (LI e cols., 1997). O receptor do estrogênio foi clonado 
na década de 80 por Walter e cols., (1985). Apesar dos dados sugerirem 
a existência de um receptor de membrana para o estrogênio (ER) 
(PAPPAS e cols., 1994) e isoformas do receptor do estrogênio 
(denominado ER-α) terem sido isoladas (SHUPNIK e cols., 1989; SKIPPER e 
cols., 1993), tem sido aceito que o ER-α foi o receptor de estrogênio 
primário, responsável por muitas das suas ações. Recentemente, um 
 segundo cDNA do receptor de estrogênio (ER-β) foi clonado e 
seqüenciado (KUIPER e cols., 1996; MOSSELMAN e cols., 1996). Expressão 
do RNAm dos receptores de estrogênio α e β em tecido de rato revelam 
um amplo grau de sobreposições na distribuição destes dois genes 
(KUIPER e cols., 1997). Além disso, a hibridização in situ revela uma 
abundante expressão de RNAm do ER-β no hipotálamo (SHUGHRUE e 
cols., 1996). Muitas destas regiões hipotalâmicas também contém RNAm 
do ER-α (CINTRA e cols., 1986; SIMERLY e cols., 1990). Apesar da presença 
do RNAm sugerir que o ER-β é produzido por neurônios nestas áreas, isto é 
essencial para determinar onde e quando a proteína ER-β é expressa (LI e 
cols., 1997). 
  
Dando suporte às evidências da modulação das funções 
GABAérgicas pelo estrogênio, Blurton-Jones & Tuszynski (2002) testaram a 
hipótese de que os  
 
 
ER-β no córtex, amígdala, tronco encefálico e formação hipocampal são 
expressos nos interneurônios GABAérgicos. Estudos anteriores 
identificaram receptores alfa do estrogênio (ER-α) nos interneurônios 
GABAérgicos do hipotálamo de roedores e primatas (FLÜGGE e cols., 
1986; THIND & GOLDSMITH, 1997). Mais recentemente, Hart e cols., (2001), 
por meio de imunorreatividade determinaram a co-localização dos ER-α 
e GAD no hipocampo dorsal de roedores adultos. No entanto, poucos 
estudos têm examinado a relação entre os sistemas GABAérgicos e a 
expressão de ER-β. Portanto, Blurton-Jones & Tuszynski (2002), examinaram 
a co-localização dos ER-β com a proteína ligante de cálcio associada ao 
GABA, a parvalbumina (PV). 
  
Muitos estudos mostram que a PV é especificamente localizada em 
uma grande parte dos interneurônios GABAérgicos do córtex cerebral, 
amígdala, tronco encefálico e hipocampo (CELIO, 1986; KOSAKA e cols., 
 1987; FREUND & ANTAL, 1988; HENDRY e cols., 1989; REN, 1991; 
KEMPPAINEN & PITKÄNEN, 2000; WOUTERLOOD e cols., 2000). Estes estudos 
têm demonstrado que cerca de 94 - 100% dos neurônios que expressam 
PV nestas regiões, co-expressam GABA. Célio (1986) mostrou que no 
córtex cerebral, 70% dos neurônios GABAérgicos expressam PV, sugerindo 
que as células imunorreativas a PV representam uma grande parte dos 
neurônios corticais GABAérgicos. 
 
 Blurton-Jones & Tuszynski (2002), utilizaram a PV para marcar os 
neurônios GABAérgicos de algumas regiões. Mas é importante notar, 
porém, que apesar da co-localização com PV em algumas regiões 
poder sugerir o fenótipo GABAérgico, a falta dessa co-localização não 
significa que não há o fenótipo GABAérgico. Outras subpopulações de 
células GABAérgicas têm sido identificadas, mas não pela expressão de 
PV, mas de calbindina ou calretinina, duas outras proteínas ligantes de 
cálcio (BAIMBRIDGE & MILLER, 1982; KEMPPAINEN & PITKÄNEN, 2000; 
WOUTERLOOD e cols., 2000). 
 
 
1.9 - PROGESTÁGENOS E SNC 
 
O efeito anticonvulsivante da progesterona tem sido observado em 
diversos modelos de epilepsia agudos e crônicos (JOELS, 1997; 
BACKSTROM & ROSCISZEWSKA, 1997; HERZOG, 1999b). Além disso, a 
progesterona pode ser convertida em alopregnenolona, um composto 
altamente neuroativo (LEPHART, 1993; MENSAH-NYAGAN e cols., 1999; 
STOFFEL-WAGNER e cols., 2000), que parece ser um agente 
anticonvulsivante mais potente do que a própria progesterona 
(LANDGREN e cols., 1987; FRYE, 1995; KOKATE e cols., 1999), agindo como 
 um potente modulador alostérico positivo do complexo receptor GABAA  
(LEPHART, 1993). 
 
A descoberta de que a facilitação ou inibição da 
neurotransmissão mediada pelo GABA resulta em efeitos contrários 
(como anticonvulsivante vs convulsivante, respectivamente), determina 
um importante "insight" sobre a fisiologia e farmacologia da transmissão 
GABAérgica central. A caracterização de sítios de alta afinidade dos 
moduladores alostéricos positivos e negativos dos receptores GABAA 
sugerem que estes canais permeáveis ao Cl-, contribuem diretamente 
não apenas na farmacologia, mas também na fisiopatologia de uma 
variedade de doenças neurológicas e psiquiátricas, que são associadas 
às mudanças no estado emocional, padrão de sono ou excitabilidade 
neuronal (FOLLESA e cols., 2001). 
 
 O mecanismo molecular básico da interação da 
alopregnenolona e outros esteróides neuroativos sintéticos com o 
complexo receptor GABAA e conseqüente intensificação das correntes 
de Cl-  induzidas pelo GABA tem sido caracterizado (MAJEWSKA e cols., 
1986; LAMBERT e cols., 1995; RUPPRECHT e cols., 1999; BIGGIO e cols., 
2000). Por isso, a propriedade anticonvulsivante da progesterona é 
atribuída aos seus metabólitos (BILTRAN e cols., 1993; FREEMAN e cols., 
1993; BILTRAN e cols., 1995; PICAZO & FERNANDEZ-GUASTI, 1995; KOKATE 
e cols., 1999; REDDY & ROGAWSKI, 2000). 
 
 Muitos trabalhos moleculares, neuroquímicos e 
neurofarmacológicos verificaram que as flutuações nas concentrações 
de progesterona no plasma ou cérebro modulam comportamentos 
afetivos e emocionais. Mudanças na produção periférica ou central de 
progesterona têm sido detectadas durante condições fisiológicas como 
o estresse, gestação, ciclo menstrual e menopausa e pode regular as 
mudanças na função e plasticidade do receptor GABAA, bem como 
 nas alterações comportamentais associadas a estas condições 
(BARBACCIA e cols., 1996; BARBACCIA e cols., 1997; BICIKOVA e cols., 
1998; CONCAS  e cols., 1998; BIGGIO e cols., 2000; SERRA e cols., 2000). 
Além disso, a progesterona e a alopregnenolona também podem ser 
importantes em uma variedade de distúrbios neurológicos e 
psiquiátricos, caracterizados pelas mudanças no padrão de sono e 
excitabilidade neuronal. A concentração de alopregnenolona no 
plasma ou líquor de indivíduos com depressão mostra-se diminuído 
(ROMEO e cols., 1998; UZUNOVA e cols., 1998; STRÖHLE e cols., 1999). 
Flutuações nas secreções de progesterona e alopregnenolona são 
provavelmente um importante determinante da expressão do gene e 
função do receptor GABAA. 
 
 A utilização em longo prazo de progesterona e alopregnenolona 
reduzem os níveis de expressão de várias subunidades do receptor 
GABAA, ao passo que a descontinuação da utilização induz um efeito 
contrário (SMITH e cols., 1998; FOLLESA e cols., 2000).  
 
Em mulheres com o útero intacto que fazem terapia de reposição 
hormonal, a administração de progestagênios é necessária para 
contrabalançar a ação do estrogênio no endométrio. A progestina 
usada na terapia de reposição hormonal pode derivar da 
progesterona. Os derivados de progesterona mais comumente usados 
são acetatos de ciproterona, medroxiprogesterona, medrogestona, 
dihidrogesterona. A progesterona e seus derivados têm efeitos opostos 
aos do estrogênio, tendo um efeito depressor do sistema nervoso 
central. A ação depressora da progesterona provavelmente se deve 
pela atividade de metabólitos como a pregnenolona e 
alopregnenolona, que podem ser formados sistemicamente ou 
localmente pela progesterona (KARAVOLAS e cols., 1979) ou pelo 
colesterol (BARNES e cols., 1990). A depressão do humor pela progestina 
tem sido demonstrada clinicamente, onde se tem usado diferentes 
 combinações de estrogênios e progestinas como, estrogênios 
conjugados eqüino e acetato de medroxiprogesterona (SHERWIN, 1991). 
Em ratas castradas, a administração de acetato de noretisterona ou 
norgestimato aumenta a β-endorfina hipotalâmica circulante, enquanto 
que o acetato de medroxiprogesterona não induz mudanças 
significantes (GENAZZANI e cols., 1990; SPEROFF e cols., 1995), sugerindo 
que certos progestagênios podem influenciar o efeito dos estrogênios 
(GENAZZANI e cols., 1989; GENAZZANI e cols., 1990). 
 
 A progestina pode influenciar negativamente o humor por 
aumentar a ação inibitória do GABA pela diminuição da excitabilidade 
cerebral (HOLZBAUER & YOUDIN, 1973; BEER & BILLINGHAM, 1979).   
 
Sabendo-se que existe uma correlação positiva entre os hormônios 
esteróides e o sistema nervoso central, este trabalho se faz importante 
para a verificação dos efeitos da reposição hormonal no modelo de 
epilepsia induzido por pilocarpina, uma vez que este mimetiza a epilepsia 
do lobo temporal em humanos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
2 – OBJETIVO  
 
Esse trabalho tem como objetivo principal estudar a função dos 
hormônios sexuais em ratas epilépticas. Para tanto, será utilizado o 
modelo experimental de epilepsia induzido por pilocarpina em ratas 
castradas. Esses animais serão avaliados quanto aos efeitos de diferentes 
terapias de reposição hormonal, durante a fase crônica do modelo. 
 
Serão avaliados diversos parâmetros como:  
 
(a) Resposta à castração, através da confirmação de atrofia 
genital após o procedimento cirúrgico.  
 
(b) Freqüência de crises no período crônico antes e durante a 
terapia de  reposição hormonal. 
 
(c) Análise morfológica do cérebro quanto ao possível efeito 
protetor dos esteróides contra os danos causados pelo status 
epilepticus.  
 
(d) Análise da expressão de receptores de parvalbumina no 
hipocampo das ratas.  
 
 
 
 
 
 
 
  3 - MATERIAIS E MÉTODOS  
 
Os protocolos experimentais utilizados neste trabalho foram 
aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital São Paulo / 
Universidade Federal de São Paulo, processo n°1237/00. Todos os esforços 
foram feitos para minimizar o sofrimento do animal, de acordo com a 
International Ethical Guidelines (CIOMS/OMS, 1985). 
 
3.1 – ANIMAIS E GRUPOS DE ESTUDO: 
 
Foram utilizadas ratas da raça Wistar albinas adultas pesando 200-
250g mantidas em condições controladas com ciclo claro/escuro 
(12/12h), temperatura de 21± 2°C, com livre acesso à água e ração por 
todo o período do experimento. 
 
 Os animais foram divididos com relação aos diferentes tratamentos 
que receberam: 
 
a) Animais controles: 
 
Ratas em diferentes fases do ciclo estral e ratas castradas. Ambos 
os grupos receberam solução salina e foram divididos em: 
 
GRUPO CONTROLE 1 - ratas em ESTRO (E) - n=10; 
 
GRUPO CONTROLE 2 - ratas em METAESTRO (M) - n=10; 
 
GRUPO CONTROLE 3 - ratas em DIESTRO (D) - n=10; 
 
GRUPO CONTROLE 4 - ratas em PROESTRO (P) - n=10; 
  
 GRUPO CONTROLE 5 - ratas castradas. Este grupo foi utilizado como 
controle da castração (CX) - n=10; 
 
b) Animais experimentais: 
 
Todos os animais foram submetidos ao modelo de epilepsia 
induzido por pilocarpina, desenvolveram status epilepticus, fase 
silenciosa e foram estudados na fase crônica.  
 
 GRUPO EXPERIMENTAL 1 - ratas na fase estro que receberam 
pilocarpina 4% (CRON) - n=10; 
 
 GRUPO EXPERIMENTAL 2 - ratas castradas que receberam 
pilocarpina 4%, quatro dias após o procedimento cirúrgico (CX+CRON) - 
n=10; 
  
c) Animais com reposição hormonal 
 
  Com o objetivo de estudar a influência da terapia de reposição 
hormonal sobre a freqüência de crises em ratas epilépticas, os grupos 
foram divididos em: 
 
GRUPO EXPERIMENTAL 3 - ratas castradas que receberam 
pilocarpina 4%, quatro dias após o procedimento cirúrgico. Neste grupo 
foi feita reposição hormonal de acetato de medroxiprogesterona (2 
mg/Kg) por via oral (CX+CRON+AMP) - n=10; 
 
GRUPO EXPERIMENTAL 4 - ratas castradas que receberam 
pilocarpina 4%, quatro dias após o procedimento cirúrgico. Neste grupo 
foi feita reposição hormonal de 17β-estradiol (30 μg/kg) por via oral 
(CX+CRON+E2) - n=10; 
  
GRUPO EXPERIMENTAL 5 - ratas castradas que receberam 
pilocarpina 4%, quatro dias após o procedimento cirúrgico. Neste grupo 
foi feita reposição hormonal de 17β-estradiol (30 μg/kg) + acetato de 
medroxiprogesterona (2mg/ml), por via oral (CX+CRON+E2+AMP) - n=10; 
 
3.2 - CASTRAÇÃO: 
 
 Os animais foram anestesiados com thionembutal, (50mg/Kg, i.p.). 
Foi feita tricotomia no dorso do animal, seguido de assepsia local com 
povidine tópico e posterior incisão longitudinal, seguida de pequenas 
incisões na musculatura dorsal, lateralmente. Com o auxílio de uma 
pinça, os ovários foram identificados e ressecados por cauterização. 
Após este procedimento, a musculatura foi aproximada com fio 
categute simples 4-0 e a pele suturada com fio de nylon 3-0. Todo o 
material utilizado para o procedimento cirúrgico foi submetido à 
esterilização.  
 
3.3 – ESTUDO COLPOCITOLÓGICO: 
 
 Todos os animais estudados neste trabalho foram submetidos ao 
exame colpocitológico para verificação da fase do ciclo estral. Nos 
animais que foram castrados foi feito exame colpocitológico para 
verificação da fase do ciclo estral e posterior verificação de atrofia 
genital. O conteúdo do conduto vaginal foi obtido por meio da 
introdução de conta gotas atraumático contendo solução salina que por 
meio de sucção se mistura ao material vaginal a ser examinado. A 
solução aspirada foi colocada sobre lâminas de vidro e observada em 
microscópio óptico à fresco. 
 
 A verificação do ciclo estral foi feito diariamente e após 3 ciclos 
regulares  consecutivos as ratas foram utilizadas. 
 
 A avaliação da castração foi feita no quarto dia após o 
procedimento cirúrgico, para verificar se a retirada dos ovários foi 
efetiva. O padrão de leitura para atrofia genital (confirmação da 
castração) apresenta padrão similar à fase diestro do ciclo estral, onde 
se pode observar a presença quase que exclusiva de leucócitos. 
 
3.4 – ADMINISTRAÇÃO DE PILOCARPINA: 
 
 Foi administrada pilocarpina 4% (PILO, Sigma, St Louis, MILLSTONE), 
(350mg/Kg, i.p.) para a indução de status epilepticus. Metilescopolamina 
(Sigma, 1mg/Kg, s.c) foi administrada 30 minutos antes da PILO para 
prevenir efeitos colinérgicos periféricos. Os animais castrados foram 
injetados após confirmação da atrofia genital e os não castrados, na 
fase estro do ciclo. Nos animais dos grupos controle, a PILO foi substituída 
por solução salina. 
 
3.5 – OBSERVAÇÃO CONTÍNUA ATRAVÉS DE SISTEMA DE VÍDEO:  
 
Após a injeção de pilocarpina e a recuperação dos animais, eles 
foram colocados em gaiolas individuais, mantidas em condições 
controladas com ciclo claro/escuro (12/12h), temperatura de 21°C, com 
livre acesso à água e comida.  
 
Após a primeira crise espontânea, os animais foram observados por 
30 dias. Foi iniciada, a terapia de reposição hormonal e observação por 
mais 30 dias. A observação foi realizada por 24h/dia de filmagem em 
sistema de vídeo-monitoração "Stellate system", em sala com ciclo claro-
 escuro, sendo que no período escuro, os animais eram mantidos sob luz 
infravermelha, para possibilitar a visualização das crises.  
 
3.6 – TERAPIA DE REPOSIÇÃO HORMONAL: 
 
 Os animais foram submetidos à terapia de reposição hormonal por 
via oral, diariamente, entre as 10:00 -11:00h da manhã, com o auxílio de 
uma agulha de gavagem acoplada em uma seringa de plástico 
descartável, que foi introduzida na boca do animal até atingir o 
estômago, onde o conteúdo foi injetado.  Esta técnica foi utilizada para 
que não existisse a possibilidade de variação na dose diária. 
 
3.7 – ANÁLISE HISTOLÓGICA DOS CÉREBROS: 
 
 Ao término do período de observação (60 dias), 5/10 animais de 
cada grupo foram perfundidos e os cérebros retirados para posterior 
análise histológica através dos métodos de neo-Timm e Nissl. 
 
 Os animais foram anestesiados com thionembutal (50 mg/Kg, i.p.) 
e sacrificados por perfusão transcardíaca. Foi feita uma abertura na 
caixa torácica do animal para ser possível a exposição do coração.  O 
ventrículo esquerdo então foi puncionado com uma agulha e as 
soluções infundidas foram drenadas através de uma secção do átrio 
direito. 
 
 Na primeira fase da perfusão os animais receberam solução de 
sulfeto de sódio 0.1%, seguida por solução fixadora de glutaraldeído 3%.  
Todas as soluções foram preparadas em solução tamponada (pH = 7.4).  
A infusão foi feita com o auxílio de uma bomba de perfusão. Em seguida, 
os cérebros foram retirados da caixa craniana com o auxílio de uma 
 goiva, e colocados em solução de sulfeto de sódio 0.1%, por 6 horas. 
Decorrido este período, foram colocados em solução crioprotetora de 
sacarose 30%.  Os cérebros foram, então, cortados de forma seriada em 
secções de 20 e 40 µm de espessura em criostato. Estes cortes foram 
submetidos a estudo histológico por duas diferentes técnicas de 
coloração, descritas a seguir. 
 
3.7.1 – MÉTODO DE NEO-TIMM: 
 
 Esta é uma modificação do tradicional método de Timm 
(SLOVITER, 1982), que intensifica a coloração específica de zinco, 
produzindo melhor visualização das fibras musgosas, permitindo fácil 
observação da reorganização sináptica. 
 
 Depois que os cortes de 40 µm de espessura foram montados em 
lâminas gelatinizadas, procedeu-se a revelação em câmara escura, 
onde foram imersos em uma solução reveladora à 26ºC.  Esta solução 
consiste em 240ml de goma arábica; 9,4g de citrato de sódio; 10,2g de 
ácido cítrico mono hidratado; 6,8g de hidroquinona e 425mg de nitrato 
de prata, dissolvidos em 165ml de água destilada. 
 
 Os cortes assim corados foram classificados de acordo com a 
escala subjetiva utilizada por Holmes e cols (1999), que aplica escala de 
0-V para o brotamento de fibras musgosas supragranulares: 
 
GRAU 0 - ausência de grânulos na região supragranular; 
GRAU I – grânulos ocasionais e esparsos na região supragranular de 
distribuição; 
GRAU II – Numerosos grânulos, distribuídos descontinuamente na região 
supragranular; 
 
  
GRAU III – Grânulos de distribuição quase contínua na região 
supragranular; 
GRAU IV - Densa faixa de grânulos dispostos continuamente na região 
supragranular ou quase contínuos; e 
GRAU V - Densa banda de grânulos, laminar e contínua que rodeia toda 
região supragranular. 
 
3.7.2 – MÉTODO DE NISSL: 
 
 O cresil violeta é um corante básico utilizado para evidenciar o 
citoplasma de neurônios.  O citoplasma contém várias estruturas, 
inclusive os corpúsculos de Nissl (ou substância de Nissl). Esses corpúsculos 
são compostos, basicamente, por RNA.  Essa coloração serve como 
indicador da viabilidade neuronal pois, quando ocorre uma lesão 
neuronal, esses corpúsculos podem desaparecer.  Esse fenômeno é 
conhecido por “cromatólise”.  
 
 Os cortes de 20μm foram recuperados em lâminas e corados 
com cresil violeta (técnica  de  Nissl),  que  consiste  na  desidratação  
dos  cortes  em  banhos sucessivos de álcool em concentração 
decrescente, seguida da imersão em solução de cresil de violeta (0.5%) 
dissolvida em solução de acetato tamponado em pH 3.8. Imediatamente 
após, os cortes foram desidratados em diferentes concentrações de 
álcool, clarificados com xilol e montados com lamínula com o auxílio de 
entellan. 
 
 
 
 3.8 – IMUNOHISTOQUÍMICA   
 
 Ao término do período de observação (60 dias), 5/10 animais de 
cada grupo foram perfundidos e os cérebros retirados para posterior 
análise histológica através da técnica de imunohistoquímica. 
 
 Os animais foram anestesiados com thionembutal (50 mg/kg, i.p.) 
e sacrificados por perfusão transcardíaca. Foi feita uma abertura na 
caixa torácica do animal para ser possível a exposição do coração.  O 
ventrículo esquerdo então foi puncionado com uma agulha e as 
soluções infundidas foram drenadas através de uma secção do átrio 
direito. 
 
 Na primeira fase da perfusão os animais receberam tampão 
fosfato salina (PBS), seguida por solução fixadora de paraformaldeído 4%.  
Todas as soluções foram preparadas em solução tamponada (pH = 7.4).  
A infusão foi feita com o auxílio de uma bomba de perfusão. 
 
Em seguida, os cérebros foram retirados da caixa craniana com o 
auxílio de uma goiva, e colocados em solução de paraformaldeído 4%, 
por 6 horas. Os cérebros foram, então, cortados de forma seriada em 
secções de 50 µm de espessura em vibrátomo. 
 
A imunohistoquímica é uma técnica que permite localizar 
receptores e proteínas celulares, e pode ser realizada de várias maneiras. 
Neste caso, foi utilizado o protocolo para a técnica com os cortes em 
"free floating".   
 
 
 3.8.1 - IMUNOHISTOQUÍMICA “free floating” 
 
As fatias selecionadas foram lavadas três vezes em PBS. Após este 
procedimento, as fatias foram embebidas em solução de peróxido de 
hidrogênio 0.1% por 10 minutos para bloquear a atividade das 
peroxidases endógenas. Em seguida, as fatias foram incubadas em 
solução de soro albumina bovina 10% durante 90 minutos e mantidas à 
temperatura ambiente, para evitar a ligação entre os anticorpos e 
antígenos inespecíficos. Imediatamente após este procedimento, as 
fatias foram incubadas em solução de anticorpo primário (anti-
parvalbumina) na concentração de 1:10 000, contendo albumina bovina 
2%, sendo mantidas nesta solução “overnight” à temperatura de 4°C. 
Posteriormente, as fatias foram colocadas em solução contendo o 
anticorpo secundário (anti-mouse IgG) por um período de 90 minutos, e a 
seguir no ABC por 90 minutos. 
 
Para visualizar a presença do anticorpo, as fatias foram reveladas 
com o cromógeno diaminobenzidina (DAB) 0.06% em tris HCl 0.05M pH 
7.4 e peróxido de hidrogênio (1μl/ml). A seguir, as fatias foram montadas 
em lâminas gelatinizadas, desidratadas com o uso de álcool etílico 
absoluto, diafinizadas com xilol e cobertas com lamínulas, após a 
colocação de entellan. Após este procedimento, as lâminas foram 
analisadas em microscópio óptico para visualização da expressão da 
marcação. 
 
Em todos os ensaios, as fatias dos cérebros dos animais dos grupos 
experimentais, foram processadas juntamente com uma fatia do animal 
do grupo controle estro (E). Este procedimento é utilizado para posterior 
 comparação do padrão de marcação, evitando assim que seja feita 
análise inespecífica da imunomarcação. 
 
3.9 – QUANTIFICAÇÃO CELULAR 
 
A quantificação celular é um método pelo qual é possível verificar 
a perda neuronal, resultado de uma lesão cerebral, em diferentes 
técnicas histológicas. 
 
3.9.1 - QUANTIFICAÇÃO CELULAR EM CORTES CORADOS COM A TÉCNICA 
DE NISSL 
 
 Seis cortes adjacentes (20 μm) de cérebros, corados com a técnica 
de Nissl foram utilizados, por animal. Foram analisadas as regiões CA1 e 
CA3 do corno de Amon, de ambos os hipocampos, seguindo as 
coordenadas estereotáxicas (-3,3/-3,8 mm do Bregma).  
 
A região CA1 foi dividida em três porções, denominadas (a), (b) e 
(c), e a porção (b) foi analisada (FIGURA 1). Na região CA3, foi analisada 
a porção média. A área analisada envolve 0,5 mm2, o que corresponde 
ao aumento de 10X (FIGURA 2). 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
FIGURA 1 - Representação esquemática da região CA1 do hipocampo que foi dividido 
em três porções denominadas CA1a, CA1b e CA1c. Foi utilizada para a quantificação 
celular pela técnica de Nissl a porção CA1b. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 2 - Representação esquemática da região CA3 do hipocampo onde foi 
realizada a quantificação celular pela técnica de Nissl. 
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3.9.2 - QUANTIFICAÇÃO CELULAR EM CORTES CORADOS COM A TÉCNICA 
DE IMUNOHISTOQUÍMICA 
 
Seis cortes adjacentes de cérebros de espessura de 50 μm, 
imunomarcados para parvalbumina, foram utilizados por animal. Foi 
analisada a região do giro dentado de ambos os hipocampos, seguindo 
as coordenadas estereotáxicas (-3,3/-3,8 mm do Bregma) (FIGURA 3).  
 
Todas as células presentes nas camadas molecular, granular e hilar 
do giro dentado foram consideradas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 3 - Representação esquemática da região do giro dentado que foi 
utilizada  para  a  quantificação  das  células  imunomarcadas  por  parvalbumina. CM - 
camada molecular; CG - camada granular e HILO - região polimórfica do giro dentado. 
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3.10 – QUANTIFICAÇÃO DE FIBRAS 
 
A quantificação das fibras é um método pelo qual é possível 
verificar a quantidade de terminais GABAérgicos, marcados pela 
parvalbumina. 
 
Seis cortes adjacentes de cérebros em espessura de 50μm,   
imunomarcados para parvalbumina, foram utilizados por animal. Foi 
analisado o hilo do giro dentado de ambos os hipocampos, seguindo as 
coordenadas estereotáxicas (-3,3/-3,8 mm do Bregma) (FIGURA 4).  
 
A imagem do giro dentado foi capturada em um sistema de vídeo 
acoplado ao microscópio de luz. A imagem foi transferida para o 
programa de computador "Microsoft Foto Editor", onde foi delimitada 
uma região de 2X1cm. Esta imagem foi então transferida para outro 
programa, chamado "Image Tool" e a coloração foi mudada para 
escala de cinza para melhor visualização das fibras. O limiar de 
coloração das fibras foi ajustado manualmente e analisado pela 
diferença de intensidade de coloração. O resultado se dá pela 
porcentagem de área corada em branco e preto. São consideradas as 
regiões em preto, que contém as fibras. A área analisada envolve 
0,5mm2 , o que corresponde ao aumento de 10X. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 4 - Representação esquemática da região do giro dentado que foi 
utilizada para a quantificação das fibras imunomarcadas por parvalbumina.  
 
3.11 - ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 Para a análise estatística deste trabalho, foi utilizado o programa 
Prisma 3.0.  
Na comparação entre a freqüência de crises foi utilizado o teste "t" 
de Student. Tanto para a densidade celular pela técnica de Nissl, assim 
como pela técnica de imunohistoquímica e densidade de fibras pela 
técnica de imunohistoquímica foi utilizado o teste Anova de uma via com 
pós teste de múltipla comparação de Tukey.  
 
Com o intuito de facilitar a visualização do estudo, a tabela 2 
apresentada a seguir, sumariza os procedimentos efetuados em cada 
grupo de estudo.  
 
 4- RESULTADOS 
 
Uma vez que não houve diferença entre os grupos de animais 
castrados que receberam pilocarpina 4%, quatro dias após o 
procedimento cirúrgico e foram tratados com o veículo de diluição do 
hormônio (CX+CRON+VEIC) e os animais castrados que receberam 
pilocarpina 4%, quatro dias após o procedimento cirúrgico (CX+CRON), 
em todos os ensaios efetuados, eles serão, a partir de agora, 
considerados CX+CRON. 
 
4.1 - CONFIRMAÇÃO DE ATROFIA GENITAL APÓS A CASTRAÇÃO 
 
A confirmação do quadro atrófico foi realizada em 50 animais (10 
animais do grupo CX, 10 animais do grupo CX+CRON, 10 animais do 
grupo CX+CRON+AMP, 10 animais do grupo CX+CRON+E2 e 10 animais 
do grupo CX+CRON+E2+AMP) através de citologia vaginal, onde foi 
verificada a interrupção do ciclo estral. Todos os animais que passaram 
pela intervenção cirúrgica tiveram a sua castração confirmada.  
 
Na análise das lâminas foi observado um padrão de células 
idêntico ao período diestro do ciclo estral, isto é, presença quase que 
exclusiva de leucócitos no ducto vaginal, o que confirma a diminuição 
dos níveis de estrogênio.  
 
 
 
 4.2 - ANÁLISE COMPORTAMENTAL APÓS ADMINISTRAÇÃO DE PILOCARPINA 
 
Após a administração da pilocarpina, os animais apresentam 
automotismos faciais, acinesia e tremores. Minutos após, este 
comportamento progrediu para crises motoras límbicas, onde os animais 
apresentavam salivação intensa, com clonias de patas dianteiras, 
apoiados sobre as patas traseiras e conseqüente queda. Essas crises 
motoras límbicas começavam alguns minutos após a injeção da 
pilocarpina (0,8 ± 0,5 min nas fêmeas castradas que receberam 
pilocarpina e 42,7 ± 14,4 min nas fêmeas que receberam pilocarpina) e 
foram recorrentes, culminando em status epilepticus (em 31,8 ± 15,5 min 
nas fêmeas castradas que receberam pilocarpina e 48,8 ± 18,4 min nas 
fêmeas que receberam pilocarpina,) que durava em média 12 horas. 
Este período é denominado fase aguda do modelo. 
 
Após o período agudo, os animais não respondem aos estímulos 
ambientais, retomando gradativamente ao seu comportamento normal, 
começando neste estágio a um período livre de crises que tem sido 
caracterizado pela normalização das alterações comportamentais e 
eletrográficas, o que configura o período silencioso do modelo. Este 
período teve a duração de 10,1 ± 4,4 dias nas fêmeas que foram 
castradas e receberam apenas pilocarpina e 49,7 ± 12,9 dias nas fêmeas 
que apenas receberam pilocarpina, confirmando os dados previamente 
descritos pelo nosso grupo (VALENTE e cols., 2002). 
 
Todos os animais sobreviventes a estes dois períodos passaram a 
exibir crises espontâneas e recorrentes, as quais caracterizam o período 
crônico do modelo. 
 
  
Os animais dos grupos controle, que receberam solução salina em 
vez de pilocarpina, não apresentaram nenhuma alteração 
comportamental, mesmo após a remoção dos ovários no grupo de 
animais castrados.  
 
4.3 - FREQÜÊNCIA DE CRISES 
 
A análise da freqüência de crises foi observada nos animais que 
receberam pilocarpina a partir da primeira crise espontânea 
(estabelecimento do período crônico do modelo), por um período de 60 
dias em observações diárias por um sistema de monitoração 24 h/dia. A 
primeira fase consistiu em observar as crises por um período de 30 dias. 
Após esta fase de observação os animais castrados e crônicos 
(CX+CRON) foram divididos em quatro grupos e observados por mais 30 
dias, sendo que um destes grupos foi considerado como controle do 
tratamento, uma vez que recebeu somente a solução de diluição do 
hormônio. Os outros três grupos foram utilizados para o estudo do 
tratamento com a reposição hormonal, sendo então divididos em 
CX+CRON+AMP, CX+CRON+E2 e CX+CRON+E2+AMP. Para os animais 
que receberam tratamento, a primeira fase da observação da 
freqüência de crises foi utilizada como controle da fase posterior. Foi feita 
observação dos animais apenas crônicos (CRON), que foram 
comparados aos castrados e crônicos (CX+CRON), para verificarmos se 
a castração poderia interferir na freqüência de crises dos animais.   
 
Os resultados obtidos são aqui apresentados como a média 
semanal ± desvio padrão da freqüência de crises durante o período de 
observação. 
 Pudemos observar que não existe diferença estatística significante 
quando comparamos a freqüência de crises entre os animais CRON (6,4 
± 3,7 crises/semana) e CX+CRON (6,6 ± 3,9 crises/semana), mostrando 
que somente a castração não modifica o padrão de crises na fase 
crônica deste modelo.  
 
Quando comparamos a freqüência de crises entre os animais que 
receberam reposição hormonal de acetato de medroxiprogesterona, 
antes e durante o tratamento, pudemos verificar que existe uma 
diferença estatística significante entre antes (6,5 ± 2,7crises/semana) e 
durante (5 ± 2,8 crises/semana; *p<0,05) o tratamento. Houve, portanto, 
uma redução do número de crises nesses animais, induzida pelo acetato 
de medroxiprogesterona.  
 
Com relação a freqüência de crises entre os animais que 
receberam reposição hormonal de 17β-estradiol, antes e durante o 
tratamento, pudemos verificar que não existe diferença estatística 
significante quando comparados antes (6,7 ± 3,4 crises/semana) e 
durante (7 ± 3,2 crises/semana) o tratamento. Esses dados mostram, 
portanto, que o 17β - estradiol não modificou o padrão de crises na fase 
crônica. 
 
Nos animais que receberam reposição hormonal de 17β-estradiol + 
acetato de medroxiprogesterona, antes e durante o tratamento, 
pudemos verificar que existe uma diferença estatística significante 
quando comparados antes (6,1 ± 2,9 crises/semana) e durante (3,9 ± 2,1 
crises/semana; **p<0,0004) o tratamento, mostrando que a associação 
entre os dois hormônios é capaz de reduzir bastante o número de crises 
nesses animais (FIGURA 5). 
 
  
 
4.4 - ANÁLISE DA COLORAÇÃO DE NEO-TIMM 
 
A coloração de neo-Timm nas secções cerebrais, no giro dentado, 
foi avaliada usando-se a escala de classificação utilizada por Holmes e 
cols. (1999), onde foi feita uma análise subjetiva aplicando-se a escala 
de 0-V, como descrita anteriormente. A classificação foi feita através da 
avaliação do brotamento das fibras musgosas supragranulares, que foi 
efetuada por cinco observadores diferentes que não sabiam a que 
grupo as lâminas pertenciam. Os resultados obtidos representam a média 
das observações efetuadas. 
 
FIGURA 5  -  Gráfico representando  a  média  da  freqüência  semanal  de  
crises  nos animais que receberam pilocarpina. (A) representa a freqüência  
de crises antes da  reposição   hormonal  e  (D)   representa   a   freqüência   
de  crises durante  a  reposição  hormonal.  Significância estatística: *p<0,05, 
 **p<0,0004 (teste “t” de Student).  
 Apresentaram grau 0, todos os animais do grupo controle, isto é, os 
grupos E, M, D, P e CX, onde se verificou a ausência de grânulos na 
região supragranular. 
 
Foram classificados como tendo grau III os animais dos grupos 
CRON, CX+CRON+AMP e CX+CRON+E2+AMP, enquanto que o grupo 
CX+CRON+E2, foi classificado como tendo grau IV. 
 
Os animais castrados e crônicos, sem reposição hormonal 
(CX+CRON) apresentaram o maior grau de brotamento supragranular de 
fibras musgosas (grau V). 
 
Com estes resultados pudemos verificar que os animais castrados e 
crônicos apresentam um intenso brotamento de fibras musgosas, maior 
que o observado nos animais apenas crônicos (grau V x III), mostrando 
que a castração aumenta o brotamento de fibras musgosas.  
 
Já os animais tratados com 17β-estradiol apresentam um 
brotamento menor que o grupo castrado, sem reposição hormonal (grau 
IV x V). Aqueles animais tratados com acetato de medroxiprogesterona e 
com 17β-estradiol + medroxiprogesterona apresentam um brotamento 
ainda menor que os animais castrados (grau III x V), similar ao padrão 
observado nos animais crônicos não castrados (grau III x III). Neste caso, o 
tratamento com a reposição de acetato de medroxiprogesterona e de 
17β-estradiol + medroxiprogesterona parece ter interrompido o 
desenvolvimento do brotamento supragranular no nível III, valor similar ao 
verificado nos animais crônicos não castrados (FIGURAS 6 e 7 e TABELA 3) 
.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
4.5 - ANÁLISE DA COLORAÇÃO DE NISSL 
 
Os cortes histológicos submetidos à coloração de Nissl mostram 
que os animais dos grupos controles (E, M, D, P e CX) mantiveram 
preservadas as características morfológicas do hipocampo, sem 
alterações e perda celular significantes.  
 
Os animais dos grupos experimentais apresentaram uma visível 
perda celular e alteração da morfologia do hipocampo, sendo que para 
TABELA 3 - Análise da coloração de neo-Timm através da escala subjetiva 
proposta  por Holmes e cols. (1999). 
 o grupo CRON, notou-se uma desestruturação celular em CA3, e visível 
dispersão das células no hilo do giro dentado.  
 
No hipocampo dos animais CX+CRON, pode-se notar que tanto 
CA1, quanto CA3 e o giro dentado apresentam desestruturação da 
citoaquitetura e que havia dispersão celular em CA3 e hilo.  
 
Nos animais CX+CRON+AMP, a região do giro dentado e CA3 
apareceram alteradas morfologicamente, com visível dispersão celular, 
assim como no hilo do giro dentado.  
 
Entretanto, a citoarquitetura do hipocampo pareceu mais  
preservada nos animais do grupo CX+CRON+E2, porém pode-se observar 
que o giro dentado apresenta-se alterado morfologicamente, com uma 
visível dispersão celular, assim como na região do hilo.  Nos animais do 
grupo CX+CRON+E2+AMP, o hipocampo manteve sua morfologia 
básica. No entanto, foi visível a dispersão celular em CA3 e no hilo do giro 
dentado, assim como alteração na morfologia do giro dentado (FIGURAS 
8 e 9). 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
4.5.1 - QUANTIFICAÇÃO CELULAR PELA TÉCNICA DE NISSL 
 
Os cortes histológicos dos cérebros dos animais dos grupos controle 
(E, M, D, P e CX), assim como dos grupos experimentais (CRON, 
CX+CRON, CX+CRON+AMP, CX+CRON+E2 e CX+CRON+E2+AMP) foram 
analisados em microscopia óptica e as células das regiões CA1 e CA3 
foram quantificadas, seguindo as descrições feitas em métodos. 
 
Foi utilizado como controle a quantificação das células das regiões 
CA1 e CA3 dos animais do grupo estro (E) onde foi encontrado 103,3 ± 
8,3 células/região em CA1 e 74,7 ± 10,4 células/região em CA3, o que foi 
considerado como 100% de celularidade.  
 
Na região CA1 pudemos verificar que há uma considerável perda 
neuronal nos animais dos grupos experimentais CRON (88,5 ± 8,1 
células/região, **p<0,001) e CX+CRON (89,8 ± 7,6 células/região, 
**p<0,001), o que equivale a 85,7% e 86,9% respectivamente, quando 
comparado ao grupo controle. 
 
Já nos animais que receberam os tratamentos, pudemos verificar 
que a perda neuronal foi menos intensa, uma vez que para os animais do 
grupo CX+CRON+AMP a densidade celular encontrada foi de 98,5 ± 3,5 
células/região, p>0,05 (95,4%), para os animais do grupo CX+CRON+E2 foi 
de 96,3 ± 8,7 células/região, **p<0,001 (93,2%) e para os animais do grupo 
CX+CRON+E2+AMP foi de 98,9 ± 4,6 células/região, p>0,05 (95,8%) 
(FIGURA 10 - painel A).  
  
Na região CA3, pudemos verificar que nos animais dos grupos 
experimentais CRON um número de células de 41,2 ± 8,2 células/região, 
**p<0,001 e para o grupo CX+CRON 41,3 ± 5,7 células/região, **p<0,001, o 
que equivale a 54,1% e 54,3% respectivamente, quando comparados 
com o controle. 
 
Nos grupos que receberam os tratamentos hormonais, pudemos 
verificar que a perda neuronal foi menos intensa, uma vez que para os 
animais do grupo CX+CRON+AMP a densidade celular encontrada foi de 
61,3 ± 10,1 células/região, **p<0,001 (80,5%), para os animais do grupo 
CX+CRON+E2 foi de 57,6 ± 14,2 células/região, **p<0,001 (75,7%) e para 
os animais do grupo CX+CRON+E2+AMP foi de 65,8 ± 13,6 células/região, 
*p<0,01 (86,6%) (FIGURA 10 - painel B).  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
4.6 - ANÁLISE DA IMUNOHISTOQUÍMICA PARA PARVALBUMINA 
Os cortes histológicos submetidos a imunohistoquímica mostram 
que os animais dos grupos controle (E, M, D e CX) apresentam pouca 
imunomarcação para parvalbumina. Houve, entretanto, uma maior 
imunorreatividade para parvalbumina nos animais do grupo (P).  Houve 
flutuações na imunorreatividade contra a parvalbumina nas diferentes 
regiões da formação hipocampal, mostrando uma ciclicidade na 
expressão desta proteína nas diferentes fases do ciclo estral (FIGURA 11 - 
painéis A, B,C,D e E). 
  
FIGURA 10 - Densidade celular  em CA1 (A)  e CA3 (B)  em cortes corados  
pela técnica de Nissl. O grupo salina estro (E) representa 100% do número  
de células. Significância estatística: *p<0,01 e **p<0,001 (ANOVA com pós  
teste Tukey`s Multiple Comparison).  
 Já nos animais dos grupos experimentais (CRON, CX+CRON, 
CX+CRON+AMP, CX+CRON+E2 e CX+CRON+E2+AMP) pode-se notar um 
aumento considerável na imunomarcação, tanto para fibras quanto 
para células e este aumento parece ser alterado pelo tratamento aos 
quais os animais foram submetidos (FIGURA 11 - painéis F,G,H,I e J). 
 
Com relação às células, foi possível verificar que nos animais do 
grupo CRON, na região CA1 houve pouca imunomarcação (FIGURA 12), 
enquanto que no hilo, foi possível verificar maior imunomarcação 
(FIGURA 14), quando comparados com os animais do grupo controle 
estro (E). Para os animais do grupo CX+CRON, houve pouca 
imunomarcação na região CA1(FIGURA 12), com maior intensidade em 
CA3 (FIGURA 13) e intensa marcação no hilo, em relação aos animais do 
grupo controle estro (E) (FIGURA 14). 
 
Nos animais do grupo CX+CRON+AMP foi possível verificar maior 
imunomarcação na região do giro dentado, com intensa 
imunomarcação nas regiões CA3 e hilo, quando comparados aos 
animais do grupo controle estro (E). Já nos animais do grupo 
CX+CRON+E2 houve maior imunomarcação nas regiões CA3 e hilo, 
enquanto que nos animais do grupo CX+CRON+E2+AMP houve maior 
imunomarcação nas regiões CA1, CA3 e giro dentado e intensa 
marcação na região do hilo, quando comparados aos animais do grupo 
controle (E). 
 
Em relação às fibras imunomarcadas para parvalbumina, houve 
maior imunomarcação na região CA1 nos animais dos grupos CRON, 
CX+CRON e CX+CRON+AMP, e intensa imunomarcação nos animais do 
grupo CX+CRON+E2+AMP, quando comparados ao grupo controle estro 
(E). Na região CA3, foi possível verificar aumento na imunomarcação nos 
 animais dos grupos CX+CRON+AMP e CX+CRON+E2+AMP, em relação 
aos animais do grupo controle estro (E). 
 
Já na região do hilo, houve maior imunomarcação nos animais dos 
grupos CX+CRON e CX+CRON+E2 e intensa imunomarcação nos animais 
dos grupos CRON, CX+CRON+AMP e CX+CRON+E2+AMP, quando 
comparados aos animais do grupo controle estro (E). 
 
4.6.1-QUANTIFICAÇÃO DAS CÉLULAS MARCADAS COM PARVALBUMINA  
Os cortes histológicos dos cérebros dos animais dos grupos controle 
(E, M, D, P e CX), assim como dos grupos experimentais (CRON, 
CX+CRON, CX+CRON+AMP, CX+CRON+E2 e CX+CRON+E2+AMP) foram 
analisados em microscopia óptica e as células das camadas molecular e 
granular do giro dentado, assim como do hilo foram quantificadas 
seguindo as descrições feitas anteriormente. 
 
Foi feita análise subjetiva da imunomarcação para parvalbumina 
nas células das regiões CA1, CA3, giro dentado e hilo, assim como das 
fibras em CA1(stratum radiatum), CA3 (stratum radiatum) e hilo em todos 
os grupos de estudo (TABELA 4 e 5).  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
TABELA 4 - Representação da imunomarcação das células coradas pela 
parvalbumina. Legenda: (-) ausência de marcação, (+) pouca marcação, (++) muita 
marcação e (+++) intensa marcação.  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
TABELA 5 - Representação da imunomarcação das fibras coradas pela 
parvalbumina. Legenda: (-) ausência de marcação, (+) pouca 
marcação, (++) muita marcação e (+++) intensa marcação.  
 Em seguida foi feita análise comparativa da imunomarcação das 
células e fibras imunomarcadas com relação ao grupo controle estro 
(TABELA 6 e 7).  
 
 
 
 
TABELA 6 - Análise comparativa da imunomarcação das células coradas pela 
parvalbumina nos animais dos grupos experimentais com relação aos animais do 
grupo controle  estro (E). 
 
  
 
 
 
4.6.1.1 - QUANTIFICAÇÃO CELULAR NA CAMADA MOLECULAR 
 
Na camada molecular do giro dentado pudemos verificar que a 
densidade celular sofreu flutuações durante as fases do ciclo estral. 
Observamos que os animais na fase proestro (P) apresentam maior 
imunomarcação (7,8 ± 1,5 células/camada, **p<0,001), sendo que em 
estro (E) apresentam 2,7 ± 1,2 células/camada, em metaestro (M) 
apresentam 1,8 ± 1,3 células/camada (p>0,05) e a menor 
imunomarcação é verificada em diestro (D) com 1 ± 0,6 células/camada 
(p>0,05). Nos animais castrados (CX) foi verificada 4 ± 1,8 
células/camada (p>0,05). 
 
TABELA 7 - Análise comparativa da imunomarcação das fibras coradas pela parvalbumina 
nos animais dos grupos experimentais com relação aos animais do grupo  controle  estro 
(E).   Legenda:  (↓)  diminuição  da  imunomarcação,  (=) imunomarcação semelhante, (↑) 
aumento da imunomarcação e (↑↑) aumento intenso da imunomarcação;    
 Os animais dos grupos experimentais foram comparados com os 
animais do grupo CX+CRON. Pudemos verificar nos animais dos grupos 
experimentais CRON 3,8 ± 1,7 células/camada (***p<0,001) e nos 
CX+CRON uma densidade de 2,7 ± 1 células/camada. 
 
Nos animais que receberam os tratamentos, pudemos verificar que 
para os animais do grupo CX+CRON+AMP a densidade celular 
encontrada foi de 6,5 ± 1,2 células/camada (***p<0,01), nos animais do 
grupo CX+CRON+E2+AMP foi de 5,4 ± 0,9 células/camada (*p<0,05). Nos 
animais do grupo CX+CRON+E2 pudemos verificar uma menor 
imunomarcação (1,6 ± 0,9 células/camada, p>0,05) (TABELA 8 e FIGURA 
15). 
 
 
 
 
 
TABELA 8 - Densidade de células imunomarcadas pela parvalbumina na  
camada molecular do giro dentado entre os animais dos grupos controle.  
Significância estatística: NS p>0,05, *p<0,05 e **p<0,001 (ANOVA com pós  
teste- Tukey`s Multiple Comparison).  
  
 
 
 
4.6.1.2 - QUANTIFICAÇÃO CELULAR NA CAMADA GRANULAR 
 
Na camada granular do giro dentado pudemos verificar que a 
densidade celular também sofreu flutuações durante o ciclo estral. Nos 
animais na fase proestro (P) pudemos verificar maior  imunomarcação 
(14,5 ± 2 células/camada, p>0,05), sendo que em estro (E) apresentam 12 
± 3,7 células/camada, em metaestro (M) apresentam 9,7 ± 2,3 
células/camada (p<0,05) e reduzem bruscamente em diestro (D) 2,5 ± 0,8 
células/camada (**p<0,01). Nos animais castrados (CX), foi verificado 
10,5 ± 2,9 células/camada (p>0,05). 
 
Os animais dos grupos experimentais foram comparados com os 
animais do grupo CX+CRON. Pudemos verificar para os animais CRON 
FIGURA 15 - Densidade  de  células  imunomarcadas  pela  parvalbumina  na  
camada molecular do giro dentado entre os grupos tratados.  A comparação  
entre  os  grupos  foi  feita  em  relação  aos  animais do  grupo CX + CRON. 
Significância estatística: *p<0,05 e **p<0,001(ANOVA com pós teste Tukey`s  
Multiple Comparison).   
 uma densidade de 14,5 ± 4,3 células/camada (p>0,05) e para o grupo 
CX+CRON uma densidade de 11 ± 3,7 células/camada. 
 
Nos grupos que receberam os tratamentos, pudemos verificar que 
para os animais do grupo CX+CRON+AMP a densidade celular 
encontrada foi de 17,8 ± 4 células/camada (p>0,05), nos animais do 
grupo CX+CRON+E2+AMP foi de 17,3 ± 2,5 células/camada (p>0,05). Nos 
animais do grupo CX+CRON+E2 verificamos uma menor imunomarcação 
(11,5 ± 2,8 células/camada, p>0,05)) (TABELA 9 e FIGURA 16). 
 
 
 
 
 
 
TABELA 9 - Densidade de células imunomarcadas pela parvalbumina na  
camada  granular do  giro  dentado entre os animais dos grupos controle.  
Significância estatística: NS p>0,05, *p<0,05,**p<0,01e ***p<0,001 (ANOVA  
com pós teste- Tukey`s Multiple Comparison).  
  
 
 
 
4.6.1.3 - QUANTIFICAÇÃO CELULAR NO HILO DO GIRO DENTADO 
 
Na região polimórfica do giro dentado (hilo) pudemos verificar que 
nos animais na fase proestro (P) existe maior  imunomarcação (28,6 ± 3,6 
células/hilo, **p<0,01), sendo que em estro (E) apresentam 9 ± 0,8 
células/hilo, em metaestro (M) apresentam 12,8 ± 3,8 células/hilo (p>0,05) 
e reduzem em diestro (D) 4,2 ± 1,6 células/hilo (*p<0,05). Nos animais 
castrados (CX), foi verificado 16,8 ± 5,4 células/hilo (p>0,05). 
 
Os animais dos grupos experimentais foram comparados com os 
animais do grupo CX+CRON. Pudemos verificar para os animais CRON 
tiveram densidade celular de 19,8 ± 3,6 células/hilo (p>0,05) e para os 
CX+CRON, 24,8 ± 4,3 células/hilo. 
FIGURA 16 - Densidade  de  células  imunomarcadas  pela  parvalbumina na  
camada granular do giro dentado entre os grupos tratados. A comparação  
entre  os  grupos  foi  feita  em  relação  aos  animais  do  grupo  CX + CRON.  
Significância estatística (ANOVA com pós teste Tukey`s Multiple Comparison). 
Não há significância estatística entre os grupos.  
  
Nos animais que receberam os tratamentos, pudemos verificar que 
para os animais do grupo CX+CRON+AMP a densidade celular 
encontrada foi de 24,2 ± 5,1 células/hilo (p>0,05), nos animais do grupo 
CX+CRON+E2+AMP foi de 28,7 ± 3,9 células/hilo (p>0,05). Nos animais do 
grupo CX+CRON+E2 verificamos uma menor imunomarcação (19,5 ±  3,7 
células/hilo, p>0,05) (TABELA 10 e FIGURA 17). 
  
 
 
 
 
 
TABELA 10 - Densidade de células imunomarcadas pela parvalbumina no  
hilo do  giro dentado  entre os animais dos  grupos controle.  Significância  
estatística: NS p>0,05, *p<0,05 e **p<0,01 e ***p<0,001 (ANOVA com pós  
teste- Tukey`s Multiple Comparison).  
  
 
 
 
4.6.2-QUANTIFICAÇÃO DE FIBRAS REATIVAS À PARVALBUMINA PELA 
TÉCNICA DE IMUNOHISTOQUÍMICA 
 
Na região do hilo pudemos verificar que a densidade de fibras 
sofreu modificações, conforme as flutuações do ciclo estral. Nos animais 
na fase proestro (P), pudemos observar maior imunomarcação (35,7 ± 6,5 
fibras/hilo, **p<0,001), sendo que na fase de estro (E) verificou-se 14,4 ± 
2,1 fibras/hilo, em metaestro (M) 11 ± 2 fibras/hilo (p>0,05) e reduzem em 
diestro (D) 9,2 ± 1,8 fibras/hilo (*p<0,01). Nos animais castrados (CX), foi 
verificado 10,6 ± 1,7 fibras/hilo (p>0,05). 
 
FIGURA 17 - Densidade  de  células  imunomarcadas  pela  parvalbumina  no  
hilo do giro dentado entre os grupos tratados. A comparação  entre  os  grupos  
foi  feita  em  relação  aos  animais  do grupo CX + CRON. Não há significância  
estatística entre os grupos. (ANOVA com pós teste Tukey`s Multiple Comparison). 
 Os animais dos grupos experimentais foram comparados com os 
animais do grupo CX+CRON. Pudemos verificar para os animais CRON 
uma densidade de 26,4 ± 3,7 fibras/hilo (p>0,05) e para os animais do 
grupo CX+CRON uma densidade de 23,9 ± 1,9 fibras/hilo. 
 
Nos grupos que receberam os tratamentos, pudemos verificar que 
o maior aumento na densidade de fibras foi encontrado nos animais do 
grupo CX+CRON+E2+AMP (35,1 ± 6,7 fibras/hilo, *p<0,001), seguido pelos 
animais do grupo CX+CRON+AMP (27,6 ± 3,7 fibras/hilo, p>0,05). Os 
animais do grupo CX+CRON+E2 apresentaram 22,7 ± 3,1 fibras/hilo 
(p>0,05) (TABELA 11 e FIGURA 18). 
 
 
 
 
 
 
 
TABELA 11 - Densidade de fibras imunomarcadas pela parvalbumina no  
hilo do giro dentado entre os animais dos grupos controle . Significância  
estatística: NS p>0,05, *p<0,01 e **p<0,001 (ANOVA com pós teste- Tukey`s 
Multiple Comparison).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 18 - Densidade de fibras imunomarcadas pela parvalbumina no  
hilo do giro dentado entre os grupos tratados. A  comparação  entre  os   
grupos  foi  feita  em  relação  aos  animais  do  grupo CX + CRON.  
Significância  estatística:  *p<0,001 (ANOVA  com  pós  teste  Tukey`s  
Multiple Comparison). 
  
5 - DISCUSSÃO 
 
Dentre os modelos experimentais que mimetizam a epilepsia do 
lobo temporal em humanos, o da pilocarpina é o que mais se assemelha 
às crises parciais complexas de humanos, com a particularidade de não 
haver remissão das crises durante a vida do animal (LEITE e cols., 1990; 
CAVALHEIRO e cols., 1991). 
 
O estudo em fêmeas foi iniciado por Amado e cols. (1993) e desde 
o princípio tem fornecido importantes achados em relação ao 
envolvimento hormonal na gênese epiléptica, confirmando os achados 
de estudos clínicos que demonstram que as mulheres sofrem alterações 
no quadro epiléptico durante toda sua vida, em função do perfil 
hormonal, seja na puberdade, ciclo menstrual, gestação, climatério e 
menopausa (MORREL, 1992, 1999; HERZOG, 1999a,b,c). 
 
Em função destes dados, optamos por utilizar animais castrados 
para que pudéssemos verificar apenas o papel da pilocarpina durante a 
indução do status epilepticus para posteriormente avaliarmos a 
influência dos hormônios sexuais femininos durante a fase crônica desse 
modelo. Utilizamos, então, terapia de reposição hormonal para 
verificarmos se os hormônios são capazes de melhorar o quadro de 
perda neuronal e o intenso brotamento de fibras musgosas, que foram 
observados anteriormente por Valente e cols. (2002).  
 
A opção pela injeção da pilocarpina quatro dias após o 
procedimento cirúrgico para castração seguiu a descrição de Silva 
(1999). Este autor verificou que após este período, nos esfregaços 
 vaginais, são observados poucos elementos epiteliais, muito muco e 
leucócitos, ou seja, sugerindo um quadro atrófico que comprova a 
diminuição dos níveis de estrogênio, caracterizando o hipoestrogenismo. 
Segundo Silva e cols., (2003), após 12 dias do procedimento cirúrgico, há 
perdas neuronais na região CA1 do hipocampo (stratum radiatum) que 
podem se tornar definitivas, portanto, irreversíveis mesmo com a posterior 
administração de estrogênio. No entanto, não foi encontrado no referido 
estudo alterações qualitativas na densidade sináptica, ou seja, as 
junções sinápticas possuíam a mesma morfologia encontrada nos 
animais do grupo controle (SILVA e cols., 2003). 
 
No presente trabalho, os achados a partir da citologia vaginal nos 
deram a confirmação de que os animais castrados apresentavam atrofia 
genital e que após a reposição hormonal o útero se apresentava 
epitelizado, demonstrando efetividade do tratamento. 
 
Segundo vários autores (WEHBA e cols., 1988; BARACAT e cols., 1991 
e RODRIGUES de LIMA e cols., 1995) durante o período do climatério, ou 
seja, no início da falência ovariana, onde se instala a insuficiência estro-
progestiva, podem ocorrer diversas alterações regressivas, inclusive no 
SNC, que podem ser corrigidas por terapia hormonal substitutiva. No 
entanto, no caso de mulheres, a reposição hormonal não deve ser 
utilizada de forma aleatória, mas sim individualizada. 
 
Neste trabalho, a determinação da dose ideal de hormônio, 
utilizada para a terapia de reposição hormonal em ratas por via oral 
(gavagem), foi determinada segundo o protocolo de Allen-Doisy (1923), 
que consiste na verificação de atrofia genital após a castração, seguida 
de reposição com 17β-estradiol, por via oral, com doses que variam de 
0,1 a 100μg/animal. Após quatro dias, outro esfregaço vaginal foi 
 realizado, onde pudemos verificar o aparecimento de grande 
quantidade de células queratinizadas com a dose de 30μg/animal, o 
que demonstra uma ação estrogênica adequada (BARACAT & SIMÕES, 
1998). 
 
Para a determinação da dose ideal do acetato de 
medroxiprogesterona, foi utilizado o teste de Clauberg (1930). O teste 
consiste em repor inicialmente, após verificação de atrofia genital, a 
dose determinada anteriormente de 17β-estradiol (30μg/animal) durante 
quatro dias. Em seguida, do quinto ao oitavo dia, foi administrada doses 
variáveis (1 a 10mg/animal, por gavagem) de acetato de 
medroxiprogesterona. Após este período, através de avaliação 
colpocitológica, pudemos verificar a presença de leucócitos, muco e 
células epiteliais (das três camadas uterinas) com a dose de 2mg/animal. 
Segundo Baracat & Simões (1998), estes dados confirmam o efeito 
positivo do teste de Clauberg. 
 
Segundo a descrição do modelo de epilepsia induzido por 
pilocarpina (TURSKI e cols., 1983; LEITE e cols., 1990), a dose da droga 
pode variar de 300-380mg/kg. No entanto, neste trabalho foi 
padronizada a dose de 350mg/kg, para que este parâmetro não 
influenciasse na análise dos resultados.  
 
No entanto, a latência para a obtenção da primeira crise após a 
injeção de pilocarpina varia, quando estudada em animais de diferentes 
sexos e idades. Nos machos, a primeira crise aparece entre 15-25 minutos 
(CAVALHEIRO, 1995), em fêmeas castradas entre 0,8-1,3 minutos e em 
fêmeas intactas entre 28-56 minutos (VALENTE e cols., 2002). Em fêmeas 
castradas, pudemos notar que a remoção dos ovários permitiu 
facilitação para o desenvolvimento da primeira crise. 
  
A latência para o status epilepticus também sofre modificações 
dependentes do grupo de animais estudados. Em machos, o status 
epilepticus se inicia entre 50-60 minutos após a injeção de pilocarpina 
(CAVALHEIRO, 1995). Em fêmeas castradas se inicia entre 16-47 minutos e 
em fêmeas intactas entre 30-67 minutos (VALENTE e cols., 2002). Existe, 
então, uma similaridade entre a latência para o status epilepticus entre 
machos e fêmeas normais e a castração facilita a evolução das crises 
parciais para o status epilepticus.    
 
A duração do período silencioso também é modificada 
dependendo dos animais estudados. Em machos, ela tem duração 
média de 14,8 ± 3,0 dias (CAVALHEIRO, 1995). Em fêmeas castradas, ela 
tem duração média de 10,12 ± 4,45 dias e em fêmeas epilépticas intactas 
de 49,67 ± 12,9 dias (VALENTE, 2000). Em fêmeas intactas, o período 
silencioso é mais longo do que o observado em machos e fêmeas 
castrados. Cavalheiro e cols., (1994) observaram que neste período há 
um desequilíbrio entre excitação e inibição, que pode refletir no grau de 
brotamento das fibras musgosas, uma vez que este é iniciado 4 dias após 
o status epilepticus (MELLO e cols., 1993). Em fêmeas intactas o 
brotamento das fibras musgosas aparece em menor grau e a latência 
para a primeira crise espontânea está aumentada. Pudemos ainda 
verificar que a retirada dos hormônios sexuais femininos, pela castração, 
facilita a obtenção da primeira crise espontânea e deixa o cérebro mais 
susceptível ao brotamento das fibras musgosas, uma vez que estes 
animais apresentam um maior grau de brotamento (VALENTE, 2000).      
 
Arida e cols., (1999) estabeleceram o perfil das crises em ratos 
machos epilépticos que não foram submetidos a nenhum tratamento. Foi 
observado que estes animais apresentam maior freqüência de crises no 
 período diurno, no qual os animais estão dormindo, e a freqüência de 
crises aumenta a partir dos primeiros 15 dias após o estabelecimento do 
período crônico, com tendência a estabilização a partir da quinta 
quinzena (75 dias) de observação.   
 
Em relação à freqüência de crises em ratas epilépticas, foi visto por 
Valente (2000), que apesar de ter sido observada um aumento discreto 
na  freqüência de crises nas fêmeas que foram castradas (5,4 ± 2,7 
crises/semana), quando comparados as fêmeas intactas (4,5 ± 2,6 
crises/semana), essa diferença não foi significante entre os grupos. Além 
disso, as crises são mais freqüentes no período claro, o que confirma os 
achados de Arida e cols., (1999), previamente descritos. 
 
Dando continuidade ao trabalho com fêmeas e com o intuito de 
verificar o papel dos hormônios na gênese da epilepsia, Pereira Jr (2001), 
utilizou ratas epilépticas que foram submetidas à castração na fase 
crônica do modelo e que foram submetidas à terapia de reposição 
hormonal com estrogênios conjugados eqüino.  Foi verificado que os 
animais tratados com o hormônio apresentaram diminuição na 
freqüência de crises durante o período de tratamento (5,4 ± 3,1 
crises/semana), quando comparados aos animais do grupo que recebeu 
apenas o veículo de diluição do hormônio (8,1 ± 3,2 crises/semana). O 
efeito da reposição hormonal pode então ser confirmado, uma vez que 
o veículo de diluição do hormônio é inócuo não devendo, portanto, 
alterar a freqüência de crises.  
 
No presente trabalho, pudemos observar que a freqüência de 
crises entre as fêmeas crônicas intactas (6,4 ± 3,7 crises/semana) e as 
fêmeas castradas e crônicas (6,6 ± 3,9 crises/semana) não apresentaram 
diferença significante, quando comparadas entre si, o que confirma o 
 dado anteriormente descrito por Valente (2000), de que apenas a 
castração não modifica o padrão de crises na fase crônica do modelo.  
 
O efeito da terapia de reposição hormonal no cérebro parece ser 
influenciado pelo tipo de reposição e pela a duração do tratamento, 
entre outros fatores. Diferentes regimes ou vias de administração dos 
hormônios podem exercer diferentes efeitos na função cerebral 
(GENAZZANI e cols., 2002).  
 
No presente trabalho, os animais castrados e crônicos que 
receberam somente reposição de 17β-estradiol também não 
apresentaram diferença significante na freqüência de crises durante o 
tratamento (7 ± 3,2 crises/semana). Já nos animais castrados e crônicos 
que receberam reposição de acetato de medroxiprogesterona, a 
freqüência de crises durante o tratamento foi reduzida para 5 ± 2,8 
crises/semana, e nos animais castrados e crônicos, que receberam 
reposição de 17β-estradiol + acetato de medroxiprogesterona, a 
freqüência de crises reduziu para 3,9 ± 2,1 crises/semana. Estes dados vão 
de encontro com os achados anteriores de que a progesterona tem 
papel anticonvulsivante na epilepsia, podendo diminuir o disparo 
neuronal (SMITH e cols., 1987), reduzindo as descargas epileptiformes, e 
elevando o limiar para as crises em muitos modelos de epilepsia 
(WOOLLEY & TIMIRAS, 1962; LANDGREN e cols., 1978; NICOLETTI e cols,. 
1985; LANDGREEN e cols., 1987). 
 
Okasaki e cols., (1995) marcaram as células granulares do giro 
dentado e suas fibras com biocitina e puderam confirmar que o 
brotamento das fibras musgosas, forma um circuito excitatório recorrente 
aberrante após o status epilepticus, e a formação de conexões 
sinápticas recorrentes entre as células granulares do giro dentado pode 
 ter uma implicação importante para a fisiologia hipocampal e para a 
geração e propagação das crises. O efeito da reorganização sináptica 
na função hipocampal na epilepsia depende, em parte, do balanço 
entre a nova inervação das células granulares e dos interneurônios 
inibitórios (OKASAKI e cols., 1995). No entanto, existe uma dúvida muito 
discutível com relação ao que acontece no hipocampo, na epilepsia, 
seja em humanos ou animais. A questão é se a epilepsia é causa ou 
conseqüência do dano hipocampal. Há muitas controvérsias a esse 
respeito. No entanto, para Kalvianen & Salmenpera (2002), o dano nas 
estruturas do lobo temporal pode ser a união de ambas as coisas. 
 
Lemos & Cavalheiro (1995), estudando a fase aguda do modelo de 
epilepsia induzido por pilocarpina, utilizando diazepam + pentobarbital 
para bloquear o status epilepticus, puderam verificar que o padrão de 
coloração de neo-Timm tem relação direta com a duração do status 
epilepticus. O grau do brotamento de fibras musgosas aumenta com o 
tempo, após o insulto epileptogênico, e atinge um platô após 100 dias da 
indução do status epilepticus e não aparecem nos animais controles, 
mesmo após o envelhecimento (MELLO e cols., 1993).  
 
Em fêmeas castradas e epilépticas, o grau de brotamento de fibras 
musgosas é muito mais intenso do que em fêmeas intactas e epilépticas, 
onde o brotamento acontece com menor intensidade (VALENTE e cols., 
2002). Isto mostra que, com a retirada dos hormônios reprodutivos, o 
processo ligado ao brotamento das fibras musgosas é intensificado, 
mostrando assim o papel importante dos hormônios na evolução desse 
processo. 
 
Pereira Jr (2001), estudando o papel da reposição hormonal com 
estrogênios conjugados eqüino em fêmeas, que foram castradas durante 
 o período crônico do modelo, pode verificar que quando os animais 
epilépticos são castrados e recebem o hormônio, o grau de brotamento 
das fibras musgosas permanece similar ao dos animais que receberam 
apenas pilocarpina. Em contrapartida, os animais epilépticos e castrados 
que foram tratados com o veículo de diluição do hormônio 
(propilenoglicol), o grau de brotamento das fibras musgosas ficou mais 
intenso. Isto mostra que o estrogênio é capaz de estabilizar o brotamento 
das fibras musgosas, fazendo com que o processo não evolua. 
 
No presente trabalho pudemos confirmar que, assim como descrito 
anteriormente por Mello e cols., (1993), os animais que não receberam 
pilocarpina, não apresentam brotamento das fibras musgosas e este 
mesmo padrão foi verificado mesmo após a castração.  
 
Assim, como visto anteriormente por Valente e cols., (2002), as 
fêmeas castradas e epilépticas apresentam um grau de brotamento de 
fibras musgosas muito intenso, quando comparado aos animais apenas 
epilépticos. No entanto, os animais que foram submetidos à reposição 
hormonal com 17β-estradiol apresentam brotamento das fibras musgosas, 
que parece ser em um grau intermediário entre o das fêmeas castradas 
e epilépticas e das fêmeas apenas epilépticas (FIGURAS 6 e 7). Em 
contrapartida, nos grupos que receberam 17β-estradiol conjugado com 
o acetato de medroxiprogesterona, o brotamento das fibras musgosas 
parece ter sido estabilizado no mesmo nível em que se apresentam as 
fêmeas apenas epilépticas, mostrando que o desenvolvimento desse 
brotamento não progrediu. O mesmo pode ser visualizado nas fêmeas 
que receberam reposição apenas com acetato de 
medroxiprogesterona.  
 
 Mathern e cols., (1995; 1996) não encontraram correlação entre o 
brotamento de fibras musgosas e a freqüência de crises. Apenas 
conseguiram correlacionar a densidade de brotamento, tanto em 
modelos animais quanto em humanos, com a perda neuronal no hilo do 
giro dentado. Estes achados foram confirmados mais tarde por Pitkänen 
e cols., (2000), que viram que a densidade de brotamento das fibras 
musgosas não está associada com a severidade da epilepsia. Outros 
achados também têm demonstrado uma dissociação entre o de 
brotamento de fibras musgosas e a ocorrência de crises. Estes estudos 
demonstram a presença de brotamento em cérebros sem que tenha 
havido a ocorrência de crises, tanto em humanos como em modelos 
animais (PITKÄNEN e cols., 2000). Além disso, o brotamento de fibras 
musgosas pode ser prevenido pela cicloheximida, mas mesmo assim, os 
animais desenvolvem epilepsia (LONGO e cols., 1997; 1998).  
 
Estes dados vêm de encontro com os dados encontrados neste 
trabalho, pois apesar de ser encontrado um maior brotamento de fibras 
musgosas nas fêmeas castradas e epilépticas, a freqüência de crises não 
se apresenta aumentada em relação às fêmeas apenas epilépticas e as 
fêmeas castradas que receberam reposição hormonal com 17β-estradiol. 
No entanto, a freqüência de crises está diminuída nos animais que 
receberam reposição de acetato de medroxiprogesterona e 17β-
estradiol + acetato de medroxiprogesterona, mas o brotamento de fibras 
musgosas se assemelha ao das fêmeas apenas epilépticas. 
 
Além disso, ao contrário da epilepsia do lobo temporal em modelos 
experimentais, em humanos é comumente encontrado um substancial 
dano nas células granulares (BABB & PRETORIUS, 1993). Ao mesmo tempo, 
este dado indica que no cérebro epiléptico, o brotamento de fibras 
musgosas pode ser um fenômeno que ocorre em paralelo com a 
 ocorrência de crises, mas que não está diretamente relacionada com a 
geração de crises espontâneas (PITKÄNEN e cols., 2000). 
 
Além do brotamento das fibras musgosas, a perda celular no 
hipocampo pode ser observada na fase crônica do modelo de epilepsia 
induzido por pilocarpina. De acordo com os resultados de Liu e cols., 
(1994), o grau de perda neuronal no modelo da pilocarpina é dose 
dependente e a vulnerabilidade dos neurônios do hipocampo segue a 
seguinte ordem: CA3>CA1>camada granular do giro dentado. Segundo 
esses autores, nos animais que receberam 350mg/kg, a densidade 
neuronal na região CA1 não sofre diminuição significante. Já em CA3, foi 
observada perda neuronal de 10%. No giro dentado, não foi encontrada 
nenhuma alteração. Com a dose de 380 mg/kg, há redução significante 
na densidade neuronal (10%) em CA1 e 25,5% em CA3. Na camada 
granular do giro dentado, não foi encontrada nenhuma alteração. Já 
com a dose de 400mg/kg, a redução na densidade neuronal foi de 33% 
em CA1 e 34,9% em CA3. Também não foi encontrada redução 
significante nas células granulares do giro dentado. 
 
Mello e cols., (1993), verificaram que existe correlação entre a 
perda celular em CA3 e a duração do período silencioso, isto é, há mais 
perda celular em CA3 quanto mais longo for o período silencioso.  
 
Valente e cols., (2002) verificaram que a perda neuronal no corno 
de Amon é mais pronunciada em CA3, sendo que a densidade neuronal 
nas fêmeas castradas e epilépticas é de 49%, enquanto que nas fêmeas 
intactas epilépticas é de 55% em relação ao grupo controle (100%). Já 
em CA1, a densidade neuronal das fêmeas castradas e epilépticas é de 
85%, enquanto que nas fêmeas intactas epilépticas é de 91%, quando 
comparadas ao grupo controle. Estes resultados sugerem que a retirada 
 dos hormônios reprodutivos femininos poderia estar facilitando o processo 
de perda neuronal nos animais que foram submetidos à castração. 
 
O trabalho de Pereira Jr (2001) mostrou que a retirada dos 
hormônios reprodutivos femininos através da castração e depois de 
estabelecida a epilepsia, influencia o processo epileptogênico. Na fase 
crônica do modelo de epilepsia induzido por pilocarpina, os animais 
foram divididos em três grupos onde um deles permaneceu intacto (SRS), 
o outro foi castrado e submetido à terapia de reposição hormonal com 
estrogênios conjugados eqüino (SRS+CX+E) e o terceiro grupo foi 
castrado e submetido ao mesmo tratamento, apenas com o veículo de 
diluição do hormônio (SRS+CX+VEIC). Pode-se verificar que a densidade 
neuronal foi, para o grupo SRS, de 86% em CA1 e 53% em CA3. No grupo 
SRS+CX+VEIC, pudemos verificar uma densidade neuronal de 86,8% em 
CA1 e 53,6% em CA3 e para o grupo SRS+CX+E, 92,5% em CA1 e 74,9% 
em CA3, com base na densidade neuronal dos animais do grupo 
controle (100%). A partir destes dados pode-se verificar que os hormônios 
reprodutivos femininos têm um papel importante no processo 
epileptogênico. 
 
Uma vez verificado que os hormônios reprodutivos femininos 
influenciam a epilepsia, o presente trabalho teve como objetivo a 
avaliação do melhor esquema de terapia de reposição hormonal, a fim 
de melhorar o quadro de perda neuronal no hipocampo.  Pudemos 
verificar, então, que a densidade neuronal é maior nos animais que 
receberam 17β-estradiol + acetato de medroxiprogesterona, tanto em 
CA1 quanto em CA3, seguida da reposição hormonal apenas com 
acetato de medroxiprogesterona e em menor proporção com 17β-
estradiol. Foram utilizados como padrão de comparação os animais do 
grupo controle (estro). Desta forma pudemos verificar que a terapia de 
 reposição hormonal em ratas castradas é importante no processo 
epileptogênico, mas a sua efetividade é dependente do tipo de 
reposição pelo qual o animal é submetido.  
 
Ainda na fase crônica, foi realizada imunohistoquímica contra 
parvalbumina, uma das proteínas ligantes de cálcio que tem sido usada 
para estudar as mudanças fisiológicas e patológicas dos neurônios. Tem 
sido sugerido que o cálcio pode estar envolvido na estimulação e 
exocitose das glândulas endócrinas e no funcionamento do tecido 
nervoso (DOUGLAS & RUBIN, 1962; TSIEN e cols., 1984). Além disso, o cálcio 
é indispensável para o transporte axoplasmático (HAMMERSCHLAG e 
col., 1975; IQBAL & OCHS, 1978) e pode também estar envolvido no 
aprendizado e memória (ECCLES, 1983; LYNCH & BAUDRY, 1984). Por 
outro lado, a elevação descontrolada na concentração de cálcio 
intracelular conduz a uma excessiva ativação celular e injúria que 
culminará em morte celular (CAMPBELL, 1983). 
 
Sabendo-se que o estrogênio tem a capacidade de modular o 
sistema GABAérgico, um grande número de estudos têm confirmado o 
papel da associação entre os receptores de estrogênio e o fenótipo 
GABAérgico em algumas regiões do cérebro, como hipotálamo, 
hipocampo e tronco encefálico (ONDO e cols., 1982; WEILAND, 1992; 
GRATTAN e cols., 1996; MURPHY e cols., 1998).  
 
Dando suporte as evidências de que a função dos receptores 
GABAérgicos pode ser modulada pelo estrogênio, Blurton-Jones & 
Tuszynski (2002) testaram a hipótese de que os receptores beta do 
estrogênio no córtex, amígdala, tronco encefálico e formação 
hipocampal são expressos nos interneurônio GABAérgicos. Então, 
verificaram a co-localização dos receptores beta do estrogênio em 
 associação com a proteína ligante de cálcio, a parvalbumina e 
puderam ver que a grande maioria dos neurônios que são imunorreativos 
ao receptor beta do estrogênio no córtex e hipocampo são inibitórios, 
uma vez que se co-localizam com os neurônios imunorreativos a 
parvalbumina. 
 
Muitas regiões do cérebro, que sabidamente influenciam na 
memória e processos cognitivos exibem um número considerável de 
células imunomarcadas tanto para o receptor beta do estrogênio e 
como para a parvalbumina (BLURTON-JONES & TUSZYNSKI, 2002). A partir 
destes dados, e tentando explicar o papel dos hormônios reprodutivos na 
função GABAérgica, este trabalho teve como objetivo, testar a hipótese 
de Blurton-Jones & Tuszynski (2002) e verificar se o tratamento com 
hormônios é capaz de mudar a fisiologia hipocampal, alterando a via 
GABAérgica e tendo como resposta a diminuição da freqüência de 
crises. Para verificar a presença de proteínas ligantes de cálcio 
(parvalbumina) foi feita imunohistoquímica em todos os grupos de 
estudo. 
 
Pudemos verificar que a imunorreatividade contra a parvalbumina 
nas diferentes regiões da formação hipocampal sofre flutuações, 
mostrando uma ciclicidade na expressão desta proteína, nas diferentes 
fases do ciclo estral. No entanto, Blurton-Jones & Tuszynski (2002), apesar 
de não terem dado ênfase às variações cíclicas na expressão de 
receptor beta do estrogênio durante o ciclo estral, acreditam que a 
expressão deste receptor pode ser influenciada pelo estado hormonal.  
 
Segundo Blurton-Jones & Tuszynski (2002), a castração não altera 
significantemente os níveis do receptor beta de estrogênio. No entanto, 
na imunohistoquímica contra a parvalbumina pudemos verificar, neste 
 trabalho, que em ratas castradas a imunomarcação é similar ao proestro 
em CA1 e CA3 e diminui no giro dentado, mostrando um padrão de 
marcação que chega bem próximo ao encontrado nas ratas na fase de 
estro.    
 
Pudemos verificar também que em ratas epilépticas e ratas 
castradas e epilépticas, a imunomarcação aumenta consideravelmente 
com relação aos animais do grupo controle em estro. Quando os animais 
são submetidos ao tratamento de reposição hormonal, a 
imunomarcação para parvalbumina fica mais pronunciada, 
especialmente nos animais que receberam reposição hormonal com 
17β-estradiol e acetato de medroxiprogesterona. Desta forma, podemos 
confirmar os dados da literatura que mostram que os hormônios 
esteróides são capazes de agir no sistema nervoso central, através de 
ligações alostéricas nos receptores GABAA (MELLOM e cols., 2001; 
FOLESSA e cols. 2001). 
 
Gyermek e cols., (1968) já sugeriam que a progesterona e seus 
metabólitos apresentam propriedades sedativas e anestésicas em alguns 
animais e isso já tinha sido observado em humanos por Merryman e cols., 
(1954). Então, foi feita a relação entre o potencial sedativo da 
progesterona com o seu provável efeito anti-crises. 
 
Muitos mecanismos têm sido propostos para explicar as 
propriedades anti-crise da progesterona. Um dos mecanismos 
amplamente estudado, é a interação da progesterona com o sistema 
GABAérgico, através de seus metabólitos, que têm efeito modulatório e 
direto no complexo receptor GABAA (BELELLI e cols., 1989; MAJEWSKA e 
cols., 1992; PAUL e cols., 1992; ORCHINIK e cols., 1993; LAMBERT e cols., 
1995).  
  
Pudemos verificar, então, que o melhor regime de reposição 
hormonal para ratas portadoras de epilepsia é aquele em que se 
conjuga 17β-estradiol com acetato de medroxiprogesterona. No entanto, 
a reposição apenas com acetato de medroxiprogesterona, também 
apresenta um efeito benéfico para ratas portadoras de epilepsia, porém 
menos pronunciado que na conjunção dos dois hormônios. Seguido do 
efeito da reposição com 17β-estradiol.  
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7 - SUMMARY 
 
The epilepsy model, induced by pilocarpine, in females was described 
by Amado et al., (1993) and was been used to understand the effect of 
hormones in epileptogenesis. Therefore this work was as objective, to 
study the function of sexual hormones in the epilepsy model induced by 
pilocarpine in castrated rats. We use as groups: (a) controls animals 
(estrus, metaestrus, diestrus, proestrus and castrated), (b) experimental 
animals, that was received pilocarpine and it was studied in the chronic  
phase of the model (normal chronic and castrated chronic) and (c) 
castrated animals, that in the chronic phase it was submitted to the 
hormonal replace therapy (castrated chronic treated with 
medroxiprogesterone acetate, castrated chronic treated with 17β-
estradiol and castrated chronic treated with medroxiprogesterone 
acetate + 17β-estradiol. We could verify that all the castrated animals 
were genital atrophy 4 days of the surgical procedure.  Moreover, all the 
animals that were received pilocarpine presented spontaneous  
recurrent seizures in the chronic phase.  The study of the hipocampal 
distribution of parvalbumine showed that the staining for this protein 
presents fluctuations during the phases from the estrous cycle and 
presents greater staining in the group of castrated rats that was received 
medoxiprogesterone acetate + 17β-estradiol. In the frequency of seizures  
the best treatment after the castration was that one where 
medoxiprogesterone acetate + 17β-estradiol.  However, animals that  
received the replacement only medoxiprogesterone acetate also was 
reduction of the number of seizures. Moreover, the hormonal treatment 
also was capable os stabilize the sprouting mossy fibers, showing the 
importance of these hormones in the development of the epilepsy in 
females rats. 
  
 
 
